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RESUMO
A disfunção endotelial e o envolvimento de radicais livres exercem um importante
papel na patogênese da aterosclerose. A erva-mate (Ilex paraguariensis)
apresenta atividade antioxidante e vasorelaxante in vitro, em leito arterial
mesentérico de ratos e reduz a aterosclerose experimental em coelhos. Assim, o
objetivo deste trabalho foi verificar o efeito do extrato aquoso de Ilex
paraguariensis (EAI) i) na confirmação da atividade antioxidante in vitro do extrato
utilizado; ii) no relaxamento in vitro de aorta torácica de ratos e; iii) na reatividade
vascular ex vivo de camundongos com aterosclerose. A atividade antioxidante do
EAI foi avaliada através dos ensaios de redução do NBT, degradação da
desoxirribose e inibição da peroxidação lipídica. O EAI mostrou-se efetivo em
todos os ensaios, de maneira dependente da sua concentração (p < 0,01). No
relaxamento in vitro de aortas torácicas de ratos, previamente contraídas com
fenilefrina, o EAI apresentou efeito significativo dependente da sua concentração
na presença de endotélio funcional (p < 0,01). O relaxamento na ausência de
endotélio íntegro ocorreu somente com as maiores concentrações de EAI
avaliadas. Ensaios realizados com o inibidor das enzimas óxido nítrico sintases, L-
NOARG, e com o substrato endógeno, L-arginina, sugeriram o envolvimento da
via NO/GMPc no relaxamento dependente de endotélio induzido pelo EAI. O efeito
do EAI na reatividade vascular ex vivo foi testado em camundongos “knockout”
para o receptor de LDL (LDLR KO) administrados com 3 diferentes doses do EAI.
Os animais foram distribuídos em 5 grupos (n = 7 por grupo): 1) controle (C), dieta
padrão e água ad libitum; 2) hipercolesterolêmico (HC), dieta com 1,25 % de
colesterol e água; 3), 4) e 5) hipercolesterolêmico-Ilex paraguariensis (HI), dieta
com colesterol e EAI nas doses de 0,3, 0,9 e 2,7 g/kg/dia, respectivamente. Após
3 meses de tratamento, os camundongos do grupo HC apresentaram valores
séricos de colesterol total e de LDL e VLDL significativamente elevados (p <
0,001). A administração do EAI não modificou o perfil lipídico dos animais dos
grupos HI nas três doses estudadas. As artérias dos camundongos HC
apresentaram estrias gordurosas e diminuição significativa na resposta de
contração à fenilefrina e relaxamento à acetilcolina (p < 0,001). O tratamento com
EAI reverteu a inibição da capacidade contrátil da aorta nos grupos HI 0,9 e HI 2,7
e de inibição do relaxamento no grupo HI 0,9 (p < 0,05). Em conclusão, os
resultados mostraram que o EAI comercial possui atividade antioxidante e
vasorelaxante in vitro, com envolvimento do NO endotelial. Além disso, a ingestão
do EAI melhorou a reatividade vascular ex vivo de aortas de camundongos LDLR
KO com aterosclerose, apesar da hipercolesterolemia. Tais resultados são
sugestivos do potencial benéfico da erva-mate no combate à aterosclerose.
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ABSTRACT
Endothelial dysfunction and free radicals play an important role in the
pathogenesis of atherosclerosis. “Mate” (Ilex paraguariensis) extract exhibits
antioxidant activity and induce endothelium-dependent vasodilatation in
mesenterical arterial bed in vitro and reduces experimental atherosclerosis in
cholesterol-fed rabbits. Therefore, this study assessed the effects of a commercial
Ilex paraguariensis aqueous extract (IAE) on i) the confirmation of in vitro
antioxidant activity of the extract used; ii) vasodilatation of thoracic rat aortas and
iii) ex vivo vascular reactivity in atherosclerotic mice. The IAE antioxidant activity
was determined through the NBT reduction assay, deoxyrribose degradation and
lipid peroxidation inhibition. The IAE showed to be effective in all assays, in a
concentration-dependent manner (p < 0.01). In vasodilatation of endothelium-
intact thoracic rat aorta rings, previously contracted with phenylephrine, the IAE
caused a significant concentration-dependent effect (p < 0.01). In endothelium
denuded aortic rings, the relaxation induced by the IAE occurred only at the
highest tested concentrations. Pretreatment of the aortic rings with the NO
synthase inhibitor, L-NOARG, and the endogenous substrate, L-arginine,
confirmed the involvement of NO/GMPc pathway in the endothelium-dependent
relaxation. The effect of ingesting IAE on ex vivo vascular reactivity was tested in
LDL receptor knockout mice (LDLR KO) administered with 3 different doses of
IAE. Animals were distributed in 5 groups (n = 7 per group): 1) control (C), normal
chow and water ad libitum; 2) hypercholesterolemic (HC), cholesterol-rich diet
(1.25 % of cholesterol) and water ad libitum; 3), 4), and 5) hypercholesterolemic-
Ilex paraguariensis (HI), cholesterol-rich diet and IAE at the doses of 0.3; 0.9 and
2.7 g/kg/day, respectively. After a three-months treatment, HC mice showed
serum total cholesterol, LDL-c plus VLDL-c values significantly elevated (p <
0.001). The IAE administration did not change the lipid profile of IAE-administered
mices. HC mice aortic artery exhibited fatty streaks and showed a significant
inhibition in response to phenylephrine contraction and to acethylcoline
vasodilatation (p < 0.001). The IAE treatment reverted the reduction of contractile
capacity in mice aorta in HI 0.9 and HI 2.7 groups and the inhibition of relaxation in
HI 0.9 group (p < 0.05). In summary, the results showed that the commercial IAE
have antioxidant and endothelial NO-dependent vasorelaxant properties in vitro.
Furthermore, IAE ingestion improved ex vivo vascular reactivity of atherosclerotic
LDLR KO mice aorta, regardless hypercholesterolaemia. Our results suggest that
“mate” aqueous extract can be beneficial against atherosclerosis development.
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1. Introdução
1. INTRODUÇÃO
1.1. Apresentação do Estudo
A aterosclerose continua a ser uma das principais causas de morbi-
mortalidade nas populações das sociedades industriais. Dentre os inúmeros
fatores de risco já identificados e que são alvos terapêuticos, encontra-se a
disfunção endotelial. A disfunção endotelial é uma desordem sistêmica e vem
sendo considerada como um elemento crítico na patogênese das doenças
ateroscleróticas e suas complicações. Crescentes evidências sugerem que os
fatores de risco cardiovasculares conhecidos não são, individualmente, os únicos
determinantes da disfunção endotelial. A integridade endotelial depende do
balanço entre todos os fatores de risco cardiovasculares e os elementos
vasoprotetores em um indivíduo, incluindo as variáveis conhecidas e a
predisposição genética. A disfunção endotelial pode ser considerada um marcador
de risco inerente de aterosclerose. Corroborando essa hipótese, foi demonstrado
que a presença de disfunção endotelial na circulação coronariana ou periférica foi
um indicador precoce independente de efeitos cardiovasculares indesejáveis,
fornecendo informações prognósticas adicionais àquelas derivadas dos fatores de
risco convencionais (Ross, 1999; Bonetti et al., 2003).
Dessa forma, tendo em vista a importância da disfunção endotelial para o
desenvolvimento e progressão das doenças cardiovasculares, parece atrativo
considerar a disfunção endotelial, sem desconsiderar o tratamento dos fatores de
risco cardiovasculares estabelecidos, como um alvo terapêutico primário na
prevenção da doença aterosclerótica. Uma das principais características da
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disfunção endotelial é a perda da propriedade vasorelaxante dependente de óxido
nítrico (NO), possivelmente devido à diminuição na síntese endotelial e/ou
biodisponibilidade do NO. Assim, as principais terapias têm se baseado na
administração de doadores de NO, ou compostos que apresentem a capacidade
de manutenção da concentração vascular de NO ativo. Nesse sentido, a utilização
de compostos antioxidantes, como a vitamina C e os polifenóis, poderá ser uma
medida promissora no restabelecimento da atividade vasorelaxante em pacientes
com doença arterial coronariana (Cai e Harrison, 2000; Duff et al., 2001).
Na patogênese da aterosclerose existe um grande envolvimento das
espécies reativas de oxigênio e de nitrogênio, particularmente da modificação
oxidativa da lipoproteína de baixa densidade (LDL). É interessante notar que o
estresse oxidativo vascular e a LDL oxidada estão intimamente associados à
disfunção endotelial dependente de NO. Assim, é crescente a utilização de
compostos antioxidantes, principalmente aqueles de origem dietética, na busca da
prevenção da progressão da aterosclerose (Aviram e Fuhrman, 1998). Alguns
estudos clínicos e epidemiológicos demonstraram uma relação inversa entre o
consumo de alimentos ricos em polifenóis, particularmente flavonóides, e a moribi-
mortalidade por doenças cardiovasculares (Hertog et al., 1995; Knekt et al., 1996).
O mecanismo sugerido para esse efeito anti-aterogênico dos compostos fenólicos
tem sido a inibição das reações mediadas por radicais livres, devido à elevada
atividade antioxidante in vitro apresentada por esses compostos. Entretanto, a
melhora da disfunção endotelial, também provocada pelos compostos fenólicos,
vem sendo enfatizada e sugerida como um dos principais mecanismos de ação. O
aumento do relaxamento vascular endotelial pode ser decorrente do efeito
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antioxidante direto dos compostos fenólicos, preservando a concentração de NO,
e/ou do aumento da síntese de NO, entre outros.
No Brasil, especialmente na região sul, e noutros países da América do Sul,
uma importante fonte de compostos fenólicos é a infusão de erva-mate (Ilex
paraguariensis), conhecida como chimarrão ou tererê, dependendo da região. O
extrato aquoso de erva-mate é rico em polifenóis e apresenta atividade
antioxidante comprovada in vitro (Filip et al., 2000; Schinella et al., 2000). Além
disso, foi demonstrado que o extrato de erva-mate também possui atividade
vasorelaxante in vitro em artéria mesentérica de ratos, a qual foi dependente de
NO (Muccilo-Baisch et al., 1998). Recentemente, resultados do nosso laboratório
mostraram que o extrato de mate possui a habilidade de inibir a progressão da
aterosclerose experimental em coelhos alimentados com dieta rica em colesterol.
Assim, no presente estudo, questionou-se se o extrato aquoso de erva-mate
poderia melhorar a reatividade vascular, i.e., contração e relaxamento, em
camundongos “knockout” para o receptor de LDL com aterosclerose. Verificou-se,
também, a atividade vasorelaxante do extrato de erva-mate em artéria aorta
isolada de ratos e o envolvimento do NO nesse efeito. Além disso, a atividade
antioxidante do extrato de erva-mate utilizado foi confirmada, através da
realização de ensaios in vitro.
Os resultados do presente estudo demonstraram que, além da atividade
antioxidante in vitro, o extrato aquoso de erva-mate apresentou atividade
vasorelaxante dependente de NO em artéria aorta torácica isolada de ratos e, de
particular importância, reverteu a inibição da contração induzida pela fenilefrina e
do relaxamento induzido pela acetilcolina na aorta dos camundongos com
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aterosclerose. Baseados nesses resultados, estudos clínicos devem ser realizados
para confirmar os efeitos do extrato aquoso de Ilex paraguariensis, e/ou de seus
compostos constituintes, como possíveis agentes na prevenção da disfunção
endotelial e da progressão das doenças cardiovasculares em seres humanos.
1.2. Aterosclerose
A aterosclerose é considerada uma das principais causas de mortalidade na
população com estilo de vida ocidental. Sabe-se que a aterosclerose desempenha
um papel determinante no desenvolvimento de infarto do miocárdio, derrame
cerebral, falência renal, gangrena, além de estar associada à perda de função nas
extremidades, fatos estes que evidenciam o grau de importância desta patologia
no contexto médico atual (Ross, 1993; Glass e Witztum, 2001).
A aterosclerose consitui-se numa das doenças mais estudadas nas últimas
três décadas. No início dos anos 70, acreditava-se que o simples acúmulo de
lipídios nas paredes das artérias, estreitando o lúmen das mesmas e levando ao
comprometimento do fluxo sangüíneo para os órgãos alvo, poderia ser a
explicação mais plausível para o subseqüente aparecimento de lesões
ateroscleróticas. Além disso, evidências clínicas apontavam uma relação direta
entre a hipercolesterolemia e o aparecimento de ateromas nos pacientes (Kannel
et al., 1971). No final da década de 70, entretanto, verificou-se que não somente
os lipídios, mas também determinados fatores de crescimento, bem como a
proliferação da musculatura lisa vascular propriamente dita, poderiam também
desempenhar um papel coadjuvante na patogenia da aterosclerose. Por anos
acreditou-se que estes fossem os principais fatores determinantes da doença. Na
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última década, porém, a aterosclerose foi reconhecida como uma desordem
inflamatória crônica que pode ter componentes infecciosos ou auto-imunes (Ross,
1999; Libby, 2000; Lind, 2003). Assim, além do processo aterosclerótico envolver
o acúmulo de lipídios na parede das artérias, que ocasiona o estreitamento do
lúmen das mesmas e compromete o fluxo sangüíneo, ocorre também uma perda
progressiva da função endotelial celular (Ross, 1999).
Os primeiros indícios da aterosclerose começam a surgir muitos anos antes
de qualquer manifestação clínica, o que dificulta a compreensão da natureza
multíplice desse processo, que não pode ser atribuído a apenas uma causa e
parece envolver fatores tão diversos quanto ambientais, alimentares, genéticos e
hemodinâmicos (Kadár e Glasz, 2001).
1.3. Patogênese da Aterosclerose
São várias as teorias que tentam explicar o desenvolvimento da
aterosclerose. No entanto, desde a clássica explicação de Virchow, em 1856,
todas as teorias concordam que a lesão endotelial é o ponto de partida na
etiologia deste processo. Inicialmente, a lesão é mínima, em geral relacionada a
fatores hemodinânicos, não havendo importantes mudanças estruturais, mas
favorecem o surgimento de uma resposta inflamatória que resulta em aumento da
permeabilidade endotelial aos monócitos, lipídios e plaquetas circulantes (Porto,
1998). As teorias trombogênica, descrita por Von Rokitansky em 1852, e lipídica,
descrita por Anistkchow em 1913 (Porto, 1998), são as mais antigas e as mais
aceitas, devendo ser analisadas dentro do conceito atual da teoria multifatorial
(Fye, 1996).
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O processo aterosclerótico é caracterizado por uma série de eventos
complexos e interações celulares (Figura I). O primeiro estágio da aterosclerose é
o aparecimento de estrias gordurosas (“fatty streaks”), as quais darão origem ao
ateroma (Stary, 1990). A formação das estrias gordurosas ocorre pela da
passagem da LDL através do endotélio arterial. Isto acontece em locais onde o
endotélio encontra-se suscetível ou danificado. Muitos fatores podem provocar a
disfunção endotelial, incluindo a LDL oxidada (LDL-ox), forças físicas e químicas e
infecções virais (Ross, 1999). Os monócitos da circulação sangüínea aderem a
estes sítios e penetram no espaço sub-endotelial, onde assumem a morfologia de
macrófagos. Na seqüência, as LDL modificadas oxidativamente são rapidamente
captadas pelos macrófagos, levando ao acúmulo de ésteres de colesterol e
formação das células espumosas (“foam cells”) (Brown e Goldestein, 1983; Ross,
1999). As células espumosas produzem fatores de crescimento que induzem a
migração de células do músculo liso da camada média para a íntima e sua
subseqüente proliferação, convertendo a estria gordurosa em ateroma. As LDL-ox
também podem danificar diretamente as células endoteliais e induzir as mesmas a
produzirem fatores quimiotáticos que irão atrair monócitos circulantes. As células
musculares lisas podem dividir-se e produzir uma matriz extracelular, levando à
formação da lesão fibro-gordurosa. Em estágios subseqüentes, uma calcificação
pode ocorrer e a fibrose continuar, formando uma cobertura fibrosa cercando um
centro rico em lipídios que também pode conter células mortas ou em apoptose
(Libby, 1996). Dependendo da estabilidade da lesão, a mesma pode sofrer
rompimento, levando à formação de trombos, que, ao se desprenderem, podem
causar oclusão total ou parcial dos vasos sangüíneos, tendo como possíveis
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conseqüências clínicas o infarto do miocárdio e/ou derrame cerebral (Ross, 1993;
Kadár e Glasz, 2001; Andreassi, 2003).
Figura I. Estágios do desenvolvimento da placa aterosclerótica. Primeiramente, a LDL
penetra no endotélio e é oxidada pelos macrófagos e células musculares lisas. A
liberação de fatores de crescimento e citocinas, ou as próprias LDL-ox, atraem monócitos.
O acúmulo de células espumosas e a proliferação de células musculares lisas resultam no
crescimento da placa (Libby, 2004).
1.4. LDL e Aterosclerose
Sabe-se há alguns anos que altas concentrações séricas de LDL estão
diretamente relacionadas à doença cardiovascular. No entanto, um substancial
número de evidências aponta para a LDL modificada oxidativamente como
partícula responsável por estimular a migração e proliferação celular observadas
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na lesão inicial, levando assim, ao dano endotelial (Berliner e Heinecke, 1996;
Steinberg,1997; Chisolm III e Chai, 2000).
Ainda não está claro como e onde se dá a modificação da LDL in vivo, no
entanto acredita-se que ela estaria mais suscetível à oxidação em ambientes
como a parede vascular, onde o balanço entre compostos antioxidantes e pró-
oxidantes pode ser desfavorável, o que dificilmente ocorre no plasma, que é rico
em antioxidantes e proteínas que quelam metais (Berliner e Heinecke, 1996;
Steinberg, 1997). Os principais tipos celulares presentes nas lesões
ateroscleróticas (células endoteliais, musculares lisas, macrófagos e linfócitos)
podem oxidar a LDL, e a presença de metais de transição como o cobre e o ferro,
são essenciais para estas oxidações in vitro (Steinbrecher et al., 1984; Leake e
Rankin, 1990; Lamb et al., 1992; Proudfoot et al., 1997).
Espécies oxidantes liberadas pelas células endoteliais, células de músculo
liso, monócitos, neutrófilos, macrófagos e plaquetas promovem a oxidação de
lipoproteínas, as quais participam do processo aterogênico por diferentes
mecanismos (Steinberg et al., 1989; Parthasarathy, 1994). A oxidação da LDL
envolve a peroxidação de ácidos graxos e modificação covalente da
apolipoproteína B-100 (apo B-100) por produtos da peroxidação lipídica. Assim, a
LDL oxidada é rapidamente captada pelos macrófagos através dos receptores
celulares chamados “scavengers” que, ao contrário do receptor que reconhece a
LDL nativa, não sofre hiporregulação em resposta ao excesso de colesterol
celular, dando origem às células espumosas. Ao que tudo indica, o
reconhecimento da LDL pelos receptores “scavengers” está relacionado à
modificação de grupos e-amino no processo de modificação da porção protéica da
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lipoproteína. Além disso, a LDL-ox em si é quimiotática para monócitos; inibe a
motilidade tecidual dos macrófagos; é citotóxica para células endoteliais; inibe a
resposta vasodilatadora dessas últimas ao óxido nítrico; é mitogênica para
macrófagos e células musculares lisas; é imunogênica, e pode estimular a
liberação de proteína-1 quimiotática de monócitos (MCP-1) e fator estimulador da
colônia de macrófagos (M-CSF) de células endoteliais (Steinberg, 1997).
A cadeia de reações de lipoperoxidação é, usualmente, definida como sendo
um processo de deterioração oxidativa de lipídios poliinsaturados. O processo de
lipoperoxidação está dividido em três fases: iniciação, propagação e degradação
(Figura II). Iniciação é o ataque a um ácido graxo por qualquer espécie química,
como o radical hidroxila, que possua reatividade suficiente para abstrair um átomo
de hidrogênio (H) do grupo metileno (-CH2-), levando à formação de um radical
centrado em carbono (-CH-). Em seguida, ocorre um rearranjo molecular deste
radical com formação de um produto mais estável, o dieno conjugado, que por sua
vez, pode sofrer várias reações. A mais provável é a reação com o oxigênio que
forma um radical peroxila (ROO). Os radicais peroxila também são capazes de
abstrair átomos de hidrogênio de moléculas lipídicas, formando novos radicais
peroxila e lipoperóxidos, o que é conhecido como fase de propagação. Em
situações de dano celular, a peroxidação também é favorecida pela síntese
enzimática de lipoperóxidos pelas cicloxigenases e lipoxigenases. Os
lipoperóxidos são compostos bastante estáveis, no entanto, na presença de
complexos de metais de transição, como os sais de cobre e ferro, sua
decomposição é acelerada e leva à formação de radicais alcoxila (RO), pela
quebra da ligação O-O, e peroxila, pela abstração de um hidrogênio. Epóxidos,
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compostos carbonílicos, gases hidrocarbonetos (pentano, etano, etileno) e
aldeídos como o malonaldeído (MDA) e 4-hidroxi-2,3-trans-nonenal, também são
produtos da decomposição dos lipoperóxidos por metais (Halliwell e Gutteridge,
1989).
Figura II. Reações de iniciação e propagação da peroxidação lipídica (Modificado de
Halliwell e Gutteridge, 1989).
1.5. Endotélio Vascular, Óxido Nítrico e Aterosclerose
Tradicionalmente, o endotélio foi considerado um componente inerte da
parede dos vasos sangüíneos. No entanto, nos últimos 30 anos, a importância
funcional das células endoteliais na regulação normal da homeostase vascular
vem sendo enfatizada. É cada vez mais evidente que o endotélio é um órgão ativo
com função parácrina, endócrina e autócrina, sendo indispensável para a
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regulação do tônus vascular e manutenção da homeostase vascular. Já no século
XIX, von Recklinghausen e Heidenhahn sugeriram que o endotélio não apenas
fornecia um conduto físico para o fluxo do sangue aos tecidos, mas também tinha
propriedades consistentes com um sistema ativo e viável de células eucarióticas
(revisado por Fishman, 1982). Em 1980, Furchgott e Zawadzki descobriram um
potente vasodilatador liberado das células endoteliais aórticas em resposta à
acetilcolina, um agonista muscarínico. Eles chamaram essa substância de “fator
relaxante derivado de endotélio” (EDRF; Furchgott e Zawadzki, 1980). Sete anos
depois, Ignarro e colaboradores (1987) e Palmer e colaboradores (1987)
demonstraram, independentemente, que o EDRF era equivalente ao óxido nítrico
(NO) e que essa simples molécula diatômica era sintetizada pelas células
endoteliais a partir do aminoácido L-arginina. O NO, gerado dessa maneira, ativa a
enzima guanilato-ciclase nas células musculares lisas vasculares, levando ao seu
relaxamento.
O NO é um radical livre gasoso, cujo elétron desemparelhado proporciona
reações com várias moléculas biológicas (Kanner et al., 1991). Ele difunde-se
livremente através das membranas e possui meia-vida de apenas poucos
segundos em sistemas biológicos. O NO é sintetizado pelas enzimas óxido nítrico
sintases (NOS), que existem sob três isoformas: endotelial (eNOS), neuronal
(nNOS), e induzida (iNOS). A ativação da eNOS e da nNOS depende de
concentrações intracelulares de cálcio e de ligações do complexo cálcio-
calmodulina, bem como da fosforilação dependente de cálcio das NO sintases
(Welch e Loscalzo, 1994). Nas células endoteliais, a ativação da eNOS é
estimulada por vários mediadores físicos e bioquímicos, como forças
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hemodinâmicas (“shear stress”), trombina, bradicinina, substância P, difosfato de
adenosina (ADP), acetilcolina e insulina (Naderali e Williams, 2003). Todas as
isoformas das NOS descritas requerem dinucleotídeo fosfato de nicotinamida
adenina reduzida (NADPH), L-arginina e oxigênio molecular como substratos e
dinucleotídeo de flavina (FAD), mononucleotídeo de flavina (FMN) e
tetrahidrobiopterina (TBH4) como cofatores, liberando NO e L-citrulina como
produtos (Schulz e Triggle, 1994).
Quando o NO difunde-se para o citoplasma das células musculares lisas
subjacentes ao endotélio, liga-se ao ferro presente no grupamento heme da
enzima guanilato ciclase solúvel alterando sua conformação. Esta enzima por sua
vez, converte o nucleotídeo trifosfato de guanosina (GTP), formando o
monofosfato cíclico de guanosina (GMPc), segundo mensageiro intracelular,
responsável por muitas ações do NO. A atuação do GMPc sobre proteínas
quinase, fosfodiesterases e canais iônicos, os quais modulam a concentração
intracelular de cálcio, promove a diminuição da força de contração e o
conseqüente relaxamento muscular (Milbourne e Bygrave, 1995; Marín e
Rodrígues-Martínez, 1995) (Figura III). A fosfodieterase 5 (PDE5) inativa o GMPc
terminando o relaxamento da musculatura lisa mediada pela via NO/GMPc
(Ghalayini, 2004). Em particular, a PDE5, específica para GMPc, nas células da
musculatura vascular regula os níveis de GMPc e consequentemente, a duração e
extensão do vasorelaxamento (Koyama et al., 2001).
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Figura III. Interação de oxidantes e antioxidantes com o óxido nítrico (NO) derivado do
endotélio. A estimulação da enzima óxido nítrico sintase endotelial (eNOS) por fatores
dinâmicos, ou agonistas mediados por receptores (acetilcolina, bradicinina, serotonina e
trombina) causam a conversão de L-arginina a citrulina e NO. O NO difunde-se para as
células musculares lisas e estimula a guanilato ciclase, causando vasorelaxamento. A
atividade biológica do NO é atenuada pela reação com o radical superóxido (O2-) e LDL
oxidadas (LDL-ox). LDL oxidadas, e possivelmente a lipoperoxidação da membrana
plamática (LPO) também podem interromper a síntese de NO induzida por agonistas. As
concentrações de O2-, LDL-ox e produtos da peroxidação lipídica podem ser diminuídos
pelos compostos fenólicos e pelas vitaminas E e C. A vitamina C preserva a glutationa
intracelular (GSH), a qual estabiliza o NO através da formação da NO-glutationa
biologicamente ativa (GSNO) (Modificada de Carr e Frei, 2000).
1.5.1. Função Endotelial
Em condições fisiológicas, o endotélio forma uma barreira relativamente
impermeável entre os elementos da circulação sangüínea e a parede do vaso,
secreta substâncias vasoativas para manter uma superfície antitrombótica, regula
o tônus vascular, modula respostas inflamatórias e inibe a proliferação de células
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musculares lisas vasculares (Makrides et al., 1998; Leopold e Loscalzo, 2000). O
endotélio mantém um ambiente antitrombótico pela síntese de produtos celulares
e expressão de moléculas de superfície que inibem a geração de trombina e a
ativação de plaquetas. Endoperóxidos endoteliais são metabolizados a
prostaciclinas, que retardam a agregação e a deposição plaquetária pela ativação
da adenilato ciclase aumentando a produção de AMPc intracelular. O NO
produzido pelo endotélio difunde-se através das membranas das plaquetas para
estimular a guanilato ciclase e inibir a adesão e agregação plaquetária. O
endotélio aumenta os mecanismos para estimulação da prostaciclina sintetase e
NOS. Além disso, as células endoteliais produzem glicosaminoglicanos
semelhantes à heparina que se ligam à antitrombina III e catalisam a inativação da
trombina e fator X (Esmon et al., 1982a e 1982b; Leopold e Loscalzo, 2000). O
tônus vascular é modulado pelo endotélio através da síntese e liberação de
substâncias vasoativas que promovem a vasodilatação, como o NO e fator
hiperpolarizante derivado de endotélio (EDHF), ou a vasoconstrição; e influencia a
concentração de substâncias vasoativas circulantes, incluindo a angiotensina II e a
bradicinina. O EDHF é um potente vasodilatador gerado pelo endotélio em
resposta à acetilcolina, bradicinina, histamina e substância P. O EDHF ativa
canais de potássio sensíveis ao cálcio na musculatura lisa vascular e hiperpolariza
a membrana da célula iniciando o relaxamento vascular. O tônus basal da parede
vascular é mantido pela geração contínua de baixas concentrações de NO.
(Cohen e Vanhoutte, 1995; Cines et al., 1998).
O endotélio equilibra as propriedades vasodilatadoras das substâncias
descritas acima pela produção de peptídeos vasoconstritores, como a endotelina-1
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(ET-1) e a angiotensina II. A ET-1 é secretada continuamente em concentrações
fisiológicas, estimulada pelos produtos liberados das plaquetas e suprimida pelo
NO. O endotélio também expressa a enzima conversora de angiotensina, que
converte a angiotensina I no peptídeo vasoconstritor angiotensina II (Kifor e Dzau,
1987). Normalmente, a produção destas substâncias vasoativas é regulada a favor
da vasodilatação, entretanto, sob condições patológicas associadas à função
endotelial pode haver um efeito vasoconstritor predominante.
O endotélio vascular também exerce uma ação fundamental na resposta
inflamatória e, dessa forma, pode influenciar a gênese da aterotrombose. Nos
sítios de inflamação, o endotélio facilita a migração dos leucócitos do espaço
extravascular pelo movimento direcionado das células inflamatórias através da
monocamada endotelial. Na presença de endotoxinas ou citocinas, como o
interferon d, o endotélio expressa receptores que incluem moléculas de adesão
intracelulares (ICAM), moléculas de adesão celular vasculares (VCAM-1) e E-
selectina. Estes receptores facilitam a ligação dos leucócitos ao endotélio e a
diapedese entre as células endoteliais para infiltração na camada média.
1.5.2. Disfunção Endotelial e Aterosclerose
Apenas cinco anos após a descoberta do EDRF, ficou evidente que muitas
doenças cardiovasculares estão associadas ao impedimento do vasorelaxamento
dependente de endotélio. Isto foi demonstrado em coelhos alimentados com
colesterol (Jayakody et al., 1985; Chappell et al., 1987), em macacos
hipercolesterolêmicos (Harrison et al., 1987), e em pacientes com doença arterial
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coronariana estabelecida, ou pacientes apresentando fatores de risco típicos que
predispõem esta condição, como hipercolesterolemia, hiperhomocisteinemia,
hipertensão, diabetes mellitus, tabagismo e idade avançada (Creager et al., 1990;
Moncada e Higgs, 1993; Keaney e Vita, 1995; Lyons, 1997; Taddei et al., 1998).
Provavelmente, ocorre uma perda da produção endotelial e/ou biodisponibilidade
do NO nessas desordens. O termo “disfunção endotelial” foi criado para descrever
as alterações da função endotelial vascular, descritas acima. A disfunção
endotelial pode ser definida como o impedimento das funções endoteliais mais
importantes, como as propriedades vasorelaxantes, anticoagulantes e
antiinflamatórias (Russe e Fleming, 1996).
Os mecanismos envolvidos no relaxamento vascular dependente de
endotélio nas várias patologias são multifatoriais (Kojda e Harrison, 1999). Muitos
fatores de risco cardiovasculares estão associados com o aumento do estresse
oxidativo vascular e/ou estão acompanhados da diminuição da capacidade
antioxidativa da parede vascular. Foi demonstrado, recentemente, que o grau de
disfunção endotelial está associado com o risco de eventos cardiovasculares,
como infarto do miocárdio (Schachinger et al., 2000), sugerindo que a atenuação
da disfunção endotelial poderá reduzir a taxa desses eventos e melhorar o
prognóstico da patologia.
Uma das principais características da disfunção endotelial é a diminuição da
concentração de NO. Isto pode ser resultante da diminuição da síntese ou um
aumento na inativação do NO pela produção aumentada de espécies reativas de
oxigênio. Quando presente, a disfunção endotelial serve como um marcador
precoce da aterosclerose, como demonstrado pela observação de que a
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progressão de estrias gordurosas está associada com o impedimento do
relaxamento vascular (Verbeuren et al., 1986).
A maioria das disfunções associadas com o aumento do estresse oxidativo,
particularmente a produção elevada de radicais superóxido e de LDL oxidada,
podem diminuir a atividade biológica do NO (Gryglewski et al., 1986; Rubanyi e
Vanhoutte, 1986). Conforme descrito anteriormente, a interação entre as
lipoproteínas oxidadas e o endotélio vascular é importante para a patofisiologia da
aterosclerose, perturbando significativamente os mecanismos homeostáticos e
promovendo agregação plaquetária, diapedese de células inflamatórias e
vasoconstrição. O radical O2•- é continuamente gerado in vivo na mitocôndria,
através da cadeia respiratória (Shigenaga et al., 1994) e pelas enzimas NADPH
oxidases (Baggiolini e Wymann, 1990; Shigenaga et al., 1994). Apesar disso, a
concentração de O2•- no interior das células é relativamente baixa devido à ação
da enzima superóxido dismutase (SOD), que inativa o O2•- formando H2O2
(Gartner e Fridovich, 1991). Embora a dismutação do O2•- pela SOD seja uma
reação enzimática rápida (Klug et al., 1972), a velocidade de reação deste radical
com o NO é duas a três vezes maior. Desta maneira, o NO compete com a SOD
pelo O2•-, podendo ocorrer a formação de peroxinitrito (ONOO-) (Huie e Padmaja,
1993). O ânion ONOO- é efetivamente mais reativo do que os seus precursores,
além de ser mais tóxico para a célula (Beckman et al., 1990; Zhu et al., 1992), pois
em pH fisiológico o ONOO- encontra-se formando o ácido peroxinitroso (ONOOH),
o qual sofre clivagem homolítica dando origem ao OH e ao dióxido de nitrogênio
(NO2•) (Beckman et al., 1990). Assim, o ONOO- é capaz de promover inúmeros
danos oxidativos como a nitração de proteínas (Ischiropoulos e Al-Mehdi, 1995), a
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peroxidação lipídica (Radi et al., 1991a) e a oxidação de grupamentos tiólicos
(Radi et al., 1991b).
Além do efeito vasodilatador do óxido nítrico, sabe-se que ele é um
seqüestrador de radical peroxil, sendo capaz de inibir a oxidação da LDL quando
promovida por metais de transição, por células em cultura ou por compostos azo
iniciadores (Jessup et al., 1992; Yates et al., 1992; Padmaja e Huie, 1993).
Diversos estudos in vitro têm demonstrado que a LDL nativa ou oxidada pode
inibir a síntese ou liberação de NO pelas células endoteliais, ou atenuar seu efeito
biológico, contribuindo, assim, para a disfunção endotelial (Andrews et al., 1987;
Simon et al., 1990; Plane et al., 1993; Hein e Kuo, 1998).
A disfunção endotelial é uma desordem reversível e estratégias focadas na
redução dos fatores de risco para as doenças cardiovasculares ocasionaram
melhora na função endotelial (Bonetti et al., 2003). Dentre as estratégias
encontram-se a diminuição sérica de colesterol (Vogel, 1999), a terapia
antihipertensiva (Taddei et al., 2002), a redução do tabagismo (Celermajer et al.,
1993), a terapia de reposição hormonal pós-menopausa (Vita e Keaney, 2001), a
suplementação com ácido fólico (Doshi et al., 2001) e o exercício físico
(Hambrecht et al., 2000). Além da redução dos fatores de risco, outra meta
terapêutica está apoiada na administração de doadores de NO, como S-
nitrosotióis, nitrosovasodilatadores orgânicos (Ignarro et al., 2002). Novos
compostos farmacológicos doadores indiretos de NO, como as estatinas e
estrógenos, também melhoraram a função endotelial (Getwaltig e Kojda, 2002).
Devido ao fato do aumento do estresse oxidativo desempenhar um papel
fundamental na patogenia da disfunção endotelial, a administração de
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antioxidantes poderia ser uma estratégia racional para o tratamento desta
disfunção.
1.6. Compostos Antioxidantes Fenólicos na Aterosclerose e na Função
Endotelial
Os compostos fenólicos existem naturalmente numa grande variedade de
alimentos e bebidas de origem vegetal, como frutas, legumes, sementes, flores e
folhas, sucos, chás e vinho tinto, e fazem parte integral da dieta humana
(Herrmann, 1976; Hertog et al., 1992; Hertog et al., 1993b). Estudos clínicos e
epidemiológicos demonstraram uma correlação inversa entre o consumo de
flavonóides e a mortalidade por doenças cardiovasculares (Hertog et al., 1993a;
Hertog et al., 1995; Knekt et al., 1996). Vários estudos têm demonstrado que os
compostos fenólicos, principalmente flavonóides, apresentam efeito antioxidante,
que pode ser atribuído à sua capacidade seqüestradora das espécies reativas de
oxigênio e de quelar metais (Rice-Evans et al., 1997; Soleas et al., 1997). A
quercetina, um dos principais flavonóides encontrados em alimentos vegetais, é
capaz de seqüestrar radicais superóxido e peróxidos lipídicos, inibindo a oxidação
da LDL e os efeitos citotóxicos das LDL-ox em macrófagos (Husain et al., 1987;
Negre-Salvagyre e Salvagyre, 1992; Cos et al., 1998).
Nos vegetais, os flavonóides são encontrados conjugados a vários
açúcares. O cozimento não afeta os glicosídeos (Price et al., 1997; Ioku et al.,
2001), mas a enzima b-glicosidase de bactérias intestinais hidrolisa a ligação
glicosídica liberando a forma aglicona do flavonóide (Schneider et al., 2000). Após
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a ingestão e hidrólise enzimática, os flavonóides são então absorvidos pelo
intestino e aparecem na circulação sangüínea essencialmente na forma de
conjugados com o ácido glicurônico, com grupamentos sulfato ou metílico (Piskula
e Terao, 1998; Erlund et al., 1999; Moon et al., 2000; Wittig et al., 2001). A
manutenção da atividade antioxidante desses metabólitos de flavonóides tem sido
alvo de alguns estudos. Foi demonstrado que o plasma de ratos que sofreram
administração intragástrica com os polifenóis quercetina e epicatequina
apresentou-se mais resistente à lipoperoxidação (Silva et al., 1998a e 1998b;
Fremont et al., 1999). Manach e colaboradores (1998) também verificaram
resultados semelhantes em seres humanos e outros pesquisadores já haviam
relatado a resistência do plasma contra a oxidação após a ingestão de chá preto e
verde e vinho tinto (Whithehead et al., 1995; Serafini et al., 1996).
Uma outra classe importante de compostos fenólicos é constituída pelos
ácidos hidroxicinâmicos, os quais são encontrados em quase todas as plantas
(Herrmann, 1976; Kühnau, 1976). O principal representante dos ácidos
hidroxicinâmicos é o ácido caféico, que está presente nos alimentos
principalmente esterificado com o ácido quínico, denominando-se ácido
clorogênico (ácido 5-cafeoilquínico). O café é a maior fonte de ácido clorogênico
na dieta humana, sendo que outras fontes dietéticas incluem frutas, legumes,
grãos (Clifford et al., 1990; Clifford, 1999) e a erva-mate (Carini et al., 1998), a
qual possui particular importância para a população do sul do Brasil. Semelhante
aos flavonóides, os ácidos clorogênico e caféico são ótimos antioxidantes in vitro
(Rice-Evans et al., 1996), inclusive com capacidade de inibir a oxidação da LDL
(Laranjinha et al., 1994; Nardini et al., 1995).
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Além do potencial antioxidante, os compostos fenólicos possuem outras
propriedades, dentre elas, atividade antiinflamatória, anti-agregação plaquetária
diurética, antiviral e anticarcinogênica, sendo também benéficos ao sistema
cardiovascular por sua participação na vasodilatação (Tzeng et al., 1991;
Bruneton, 1993; Rice-Evans, 1996; Benavente-Garcia et al., 1997; Neiva et al.,
1999; Ray et al., 1999; Schuldt et al., 2000).
O efeito vasodilatador dos compostos polifenólicos está relacionado com a
liberação de NO (Palmer et al., 1987; Fitzpatrick et al., 1995; Waslawik et al.,
1997; Schuldt et al., 2000). Andriambeloson e colaboradores (1997) e Schuldt e
colaboradores (2000) relataram que compostos polifenólicos existentes no vinho
promoveram relaxamento dependente da presença do endotélio vascular em anéis
de aorta torácica de ratos. Stoclet e colaboradores (1999) verificaram também que
os compostos fenólicos do vinho tinto foram capazes de promover aumento na
concentração de cálcio intracelular, ativando a enzima NOS e, conseqüentemente,
aumentando a concentração de NO.
Em um elegante estudo de estrutura-atividade, Taubert e colaboradores
(2002) avaliaram a capacidade de vários compostos fenólicos de diferentes
classes em aumentar a liberação de NO de artérias coronárias de suínos e de
provocar o vasorelaxamento. A quercetina e seus glicosídeos, a miricetina, as
proantocianidinas e o ácido caféico, entre outros, apresentaram elevada atividade
de liberação de NO e atividade vasorelaxante. Por outro lado, compostos fenólicos
como o ácido clorogênico, o ácido ferúlico, a rutina, a epicatequina e o resveratrol,
entre outros, estimularam a liberação de NO, porém a quantidade não foi
suficiente para promover o vasorelaxamento das artérias (Taubert et al., 2002).
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Os possíveis mecanismos de ação dos compostos fenólicos no efeito da
proteção contra a aterosclerose foram, recentemente, revisados por Dell’Agli e
colaboradores (2004). Esses compostos agem nas células musculares lisas
diminuindo a expressão gênica, os receptores de fatores de crescimento derivados
de plaquetas (PDGFb) e a expressão do fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF), promovendo diminuição da migração e proliferação das células
musculares lisas (Figura IV). Os compostos fenólicos agem também nas células
endoteliais aumentando a produção da eNOS, do EDHF e de prostaciclinas;
diminuindo a degradação do NO e a formação de endotelina-1 (ET-1), o que
favorece o vasorelaxamento. Além disso, inibem a inflamação, por diminuírem a
expressão de moléculas de adesão (Dell’Agli et al., 2004).
Figura IV. Efeitos protetores dos compostos fenólicos na parede arterial
(Modificado de M. Dell’Agli et al., 2004).
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1.7. Erva-Mate (Ilex paraguariensis)
A Ilex paraguariensis (Saint-Hilaire) é conhecida popularmente como erva-
mate, chá dos Jesuítas, chá Paraguaio, ou simplesmente mate. Trata-se de uma
espécie pertencente à família Aquifoliaceae e gênero Ilex, no qual estão
englobadas aproximadamente 600 espécies (Figura V).
A Ilex paraguariensis é uma planta economicamente importante na América
do Sul. Ela cresce naturalmente e é largamente cultivada no nordeste da
Argentina, sul do Brasil e leste do Paraguai (Filip et al., 2001). A infusão ou
decocção das partes aéreas da Ilex paraguariensis é amplamente utilizada no
preparo de uma bebida, muito apreciada pelo seu sabor amargo peculiar e
propriedades estimulantes. O nome Mate é derivado da palavra quíchua "mate"
que significa uma xícara ou vaso usado para ingerir a bebida. No Brasil também é
conhecido como “chimarrão”. Durante séculos, a erva-mate tem sido usada como
estimulante pelos indígenas da América do Sul, especialmente os índios Guarani,
e esse hábito foi incorporado pelas sociedades colonizadoras e permanece até a
época atual.
Sugere-se que a Ilex paraguariensis apresenta ações analéptica, inotrópica e
cronotrópica positivas, diurética, glicogenolítica e lipolítica (Blumenthal, 1998),
colerética (Gorzalczany et al., 2001), hipocolesterolemiante (Ferreira et al., 1997) e
antioxidante (Gugliucci, 1996, Carini et al., 1998; Schinella et al., 2000; Filip et al.,
2001). Além disso, a erva-mate é utilizada na medicina popular para o tratamento
de artrite, dor de cabeça, constipação, reumatismo, hemorróidas, obesidade,
fadiga, retenção de fluidos, hipertensão, digestão lenta e desordens hepáticas (Pio
Corrêa, 1984).
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Os principais componentes químicos, considerados responsáveis pelas
características do produto, são as metilxantinas, os derivados cafeoilquínicos,
alguns flavonóides e as saponinas. Dentre os alcalóides purínicos, podemos citar
a cafeína, a teobromina e a teofilina (Alikaridis, 1987), componentes de
reconhecida ação sobre o sistema nervoso central, aos quais é atribuída a ação
estimulante do mate. Outras substâncias importantes no mate são os derivados
cafeoilquínicos, como o ácido clorogênico e seus isômeros, aos quais se atribui a
ação adstringente do produto (Clifford, 1990). Além do ácido clorogênico, os
flavonóides rutina, quercetina, diglicosídeo de luteolina e a cafeoilglicose também
estão presentes no extrato aquoso de Ilex paraguariensis (Ricco et al., 1991;
Carini et al., 1998; Filip et al., 2001).
Estudos utilizando diversos modelos de oxidação in vitro e ex vivo já
constataram que os compostos polifenólicos presentes na erva-mate têm
propriedades antioxidantes. Como por exemplo, a inibição da oxidação de
liposomas (Filip et al., 2000), de partículas de LDL (Gugliucci e Stahl, 1995 e
Gugliucci, 1996; Bracesco et al., 2003) e como seqüestradores de radicais livres
(Campos et al., 1996). Também observou-se uma correlação positiva entre o
conteúdo de polifenóis, particularmente ácido clorogênico, e a atividade
antioxidante de extratos de diferentes espécies de Ilex (Filip et al., 2000; Schinella
et al., 2000). Carini e colaboradores (1998) demonstraram que os compostos
polifenólicos presentes no extrato aquoso de Ilex paraguariensis atuam como
antioxidantes não só isoladamente, mas também de forma sinérgica. De particular
interesse são os achados de Muccillo-Baisch e colaboradores (1998). Esses
autores demonstraram o efeito vasodilatador in vitro do extrato aquoso de Ilex
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paraguariensis em leito arterial mesentérico de ratos, sugerindo ainda, o
envolvimento do óxido nítrico nesse efeito. Além disso, recentemente foi
demonstrado em nosso laboratório, pela primeira vez, que o extrato aquoso de
erva-mate tem a capacidade de inibir a progressão da aterosclerose in vivo, em
coelhos alimentados com colesterol (Mosimann et al., 2002).
As folhas de Ilex paraguariensis também apresentam uma concentração alta
de saponinas quando comparada com as demais espécies, que corresponde de 5
a 10% do peso seco da planta. As saponinas identificadas na Ilex paraguariensis
são triterpênicas pentacíclicas, mono ou bidesmosídicas, tendo como aglicona o
ácido ursólico ou o oleanólico e os açúcares arabinose, glicose e ramnose
(Schenkel et al., 1997). Essas substâncias são responsáveis pelo amargor do
mate e pela atividade antiinflamatória atribuída ao chá de erva-mate, já
mencionada desde o século passado. As saponinas, por apresentarem
comportamento anfifílico e capacidade de formar complexos com esteróides,
proteínas e fosfolipídeos, apresentam inúmeras propriedades biológicas (Simões
et al. 1999). Dentre estas, encontra-se a ação redutora da concentração sérica de
colesterol. Em 1971, foi demonstrado que a adição de saponinas à dieta de
frangos reduziu o colesterol no sangue e nos tecidos (Cheeke, 1971).
Posteriormente, foi relatado que as saponinas da alfafa (Medicago sativa)
reduziram o colesterol hepático em camundongos (Reshef et al., 1976). Efeitos
semelhantes foram relatados para as saponinas de ginseng (Panax ginseng), de
calêndula (Calendula officinalis) e de beterraba (Beta vulgaris) em coelhos
(revisado por Schenkel et al., 1999). Além disso, as saponinas de soja foram
capazes de inibir a lipoperoxidação in vitro da LDL e de fibroblastos (Yoshikoshi et
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al., 1996; Li et al., 1999). Particularmente, as saponinas da Ilex paraguariensis
inibiram a difusão passiva de ácido cólico através de membrana de celulose
(Ferreira et al., 1997), mimetizando a absorção de ácidos biliares pelas células
intestinais, cuja inibição é responsável pela diminuição do colesterol sérico. No
entanto, ainda não existem informações sobre a atividade hipocolesterolemiante
das saponinas da Ilex paraguariensis
Figura V. Erva-mate (Ilex paraguariensis).
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1.8. Modelo Experimental de Aterosclerose
A dificuldade de se estudar a aterosclerose em seres humanos devido à
evolução lenta, envolver múltiplos fatores de difícil controle em estudos clínicos e,
portanto, gerar resultados de interpretação complexa, criou a necessidade do
desenvolvimento de modelos animais (Fekete, 1993). O modelo ideal deve ser de
fácil manuseio e manutenção, ter baixo custo, tamanho adequado, reproduzir em
laboratório, possuir características genéticas definidas, guardar semelhanças
anatômicas, fisiológicas e bioquímicas com os seres humanos quanto a aspectos
do processo patológico e desenvolver lesões com facilidade (Vesselinovitch,
1988). Desta maneira, os camundongos seriam o melhor modelo se levarmos em
conta o custo e a facilidade de manutenção, porém, eles respondem fracamente à
dieta de colesterol e desenvolvem apenas pequenas estrias gordurosas no arco
aórtico (Paigen et al., 1990). O uso de técnicas de modificação genética tem
resultado no desenvolvimento de camundongos “knockout” que não expressam o
receptor para a LDL (LDLR KO). Esses animais apresentam concentração
plasmática elevada de lipoproteínas e são suscetíveis à aterosclerose (Ishibashi et
al., 1993; Ishibashi et al., 1994, Kowala et al., 2000).
Os camundongos LDLR KO são obtidos a partir de recombinação homóloga
de células tronco (“steam cells”) embrionárias para produção de camundongos
com perda funcional dos genes para receptores de LDL. As partículas de VLDL e
LDL normalmente competem por receptores hepáticos comuns, denominados
receptores de LDL ou B/E, os quais reconhecem as apolipoproteínas B e E (apoB
e apoE), presentes nestas lipoproteínas (Catanozi et al., 2003). Os camundongos
LDL KO passam então a apresentar moderada hipercolesterolemia devido à
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ausência de receptores hepáticos para LDL, os quais prolongam a meia-vida
plasmática da VLDL e LDL. Além disso, quando alimentados com uma dieta rica
em colesterol, esses camundongos tornam-se severamente hipercolesterolêmicos,
desenvolvendo aterosclerose aórtica e xantomas subcutâneos (Ishibashi et al.,
1993; Kowala et al., 2000).
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A aterosclerose representa, atualmente, a doença com maior índice de
mortalidade, sobretudo nos países desenvolvidos ou em desenvolvimento.
Segundo dados do DATASUS, em 1999, a doença arterial coronariana contribuiu
com 27,4 % das causas de morte. O infarto agudo do miocárdio, o acidente
vascular cerebral, a insuficiência vascular crônica e inúmeras outras patologias
são, comprovadamente, decorrentes da aterosclerose, fato que evidencia o grau
de importância desta doença no contexto médico atual. A sociedade científica
muito tem se empenhado no estudo dos fatores causadores da aterosclerose, bem
como nos métodos preventivos e eficientes para o seu controle. A disfunção
endotelial é uma desordem sistêmica e um evento chave na patogenia da
aterosclerose e suas complicações (Bonetti et al., 2003). Assim, a produção de
NO endotelial tornou-se uma das principais áreas estudadas na biologia vascular.
Alguns dos principais efeitos que o óxido nítrico desempenha na parede vascular
são, potencialmente, vasoprotetores, mantendo funções fisiológicas cruciais, como
vasodilatação, anticoagulação, adesão leucocitária, proliferação de células
musculares lisas e capacidade antioxidante (Gewaltig e Kojda, 2002). Além da
aterosclerose, doenças como hipertensão, diabetes mellitus, hipercolesterolemia,
falência cardíaca e tabagismo também estão associadas à disfunção endotelial
(Moncada e Higgs, 1993).
Sendo a disfunção endotelial de fundamental importância para o
desenvolvimento e progressão da aterosclerose, parece atrativo considerar o
restabelecimento da função endotelial como um alvo terapêutico primário na
prevenção da doença aterosclerótica, associado ao tratamento de fatores de risco
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pré-estabelecidos para doenças cardiovasculares (Bonetti et al., 2003). Estudos
epidemiológicos demonstraram uma relação inversa entre a ingestão de produtos
ricos em compostos fenólicos e flavonóides e a mortalidade por doenças
cardiovasculares, como a aterosclerose, sugerindo uma importante participação
desses compostos como agentes antioxidantes e vasodilatadores naturais (Hertog
et al., 1995; Tijburg et al., 1997).
Na América do Sul, principalmente na região sul do Brasil, Argentina,
Uruguai e Paraguai, é comum o consumo de infusões de erva-mate (Ilex
paraguariensis), planta rica em polifenóis hidrossolúveis. Apesar do elevado
consumo de Ilex paraguariensis por um grande número de pessoas, poucos são
os estudos acerca de suas possíveis propriedades terapêuticas, particularmente
em relação ao combate das doenças cardiovasculares. Os estudos já existentes
demonstraram que o extrato aquoso de erva-mate possui atividade antioxidante in
vitro (Gugliucci e Stahl, 1995; Campos et al., 1996; Gugliucci, 1996; Carini et al.,
1998; Filip et al., 2000; Schinella et al., 2000), atividade vasorelaxante in vitro
(Muccilo-Baisch et al., 1998), e habilidade de reduzir a progressão de
aterosclerose experimental in vivo (Mosimann et al., 2002).
Assim, tendo em vista a importância da reatividade vascular na patogênese
e no desenvolvimento das doenças cardiovasculares e o possível potencial de
constituintes dietéticos com propriedades antioxidantes e vasorelaxantes na
prevenção da aterosclerose, é importante avaliar o efeito do extrato aquoso de Ilex
paraguariensis na manutenção dessas propriedades in vitro, bem como verificar o
efeito da ingestão do extrato de erva-mate na reatividade vascular de animais com
aterosclerose.




O objetivo geral deste estudo foi avaliar a atividade do extrato aquoso de
Ilex paraguariensis (EAI), obtido a partir de erva-mate comercial, na reatividade
vascular in vitro em artéria aorta de ratos Wistar e ex vivo, após ingestão crônica
do extrato, em aorta de camundongos LDLR KO com aterosclerose.
3.2. Específicos
3.2.1. Identificar os principais compostos presentes no EAI através de
cromatografia líquida de alta eficiência.
3.2.2. Avaliar a atividade antioxidante do EAI através dos ensaios in vitro.
3.2.3. Avaliar o efeito do EAI nos ensaios de reatividade vascular in vitro em aorta
de ratos Wistar e verificar o envolvimento do óxido nítrico.
3.2.4. Avaliar o efeito do tratamento crônico com o EAI na reatividade vascular ex
vivo de aorta de camundongos LDLR KO com aterosclerose.
3.2.5. Avaliar a extensão das lesões ateroscleróticas no arco aórtico, através de
técnicas histológicas.
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4. MATERIAIS E MÉTODOS
4.1. Materiais e Reagentes
A erva-mate (Ilex paraguariensis) foi fornecida pela empresa Moinhos Unidos
Mate-Brasil S.A. (Curitiba-PR), Lote n.10/03-27. Os conjuntos de reagentes
enzimáticos para as determinações do colesterol total (CT), triglicerídeos (TGL) e
lipoproteína de alta densidade (HDL) foram obtidos da Labtest Diagnóstica (Lagoa
Santa, MG).
Todas as substâncias relacionadas a seguir foram adquiridas da SIGMA
(Steinheim, Alemanha ou St. Louis, EUA): fenilefrina, acetilcolina, ácido
clorogênico, ácido gálico, ácido cinâmico, cafeína, teobromina, teofilina, ácido p-
cumárico, ácido t-cumárico, ácido ferúlico, ácido caféico, epicatequina, ácido
tiobarbitúrico (TBA), ácido nitrilotriacético (NTA), hidroxitolueno-butilado (BHT),
tert-butilhidroperóxido (t-BuOOH), b-nicotinamida adenina dinucleotídeo reduzida
(NADH), desoxirribose, cloreto férrico, reagente de Folin-Ciocalteau, metasulfato
de fenazina, “nitro blue tetrazolium” (NBT), L-arginina, L-NOARG, salina
tamponada (PBS),
O ácido clorídrico (HCl), cloreto de sódio (NaCl), fosfato de potássio
monobásico (KH2PO4), fosfato de potássio dibásico (K2HPO4), bicarbonato de
sódio (NaHCO3) e manitol, foram adquiridos da empresa NUCLEAR (Diadema,
SP). O Cloreto de potássio (KCl) e o ácido tricloroacético (TCA) foram adquiridos
da VETEC (Rio de Janeiro, RJ). A glicose (C6H12O6), cloreto de cálcio diidratado
(CaCl2.2H2O) e cloreto de magnésio (MgCl26H2O) foram adquiridos da MERCK
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(Rio de Janeiro, RJ). O peróxido de hidrogênio, acetato de etila, diclorometano,
hidróxido de sódio (NaOH), cloreto de ferro (FeCl3), peróxido de hidrogênio (H2O2),
carbonato de sódio (NaCO3), cloreto de cálcio (CaCl3), carbonato de cálcio
(CaCO3), metanol, etanol e os demais reagentes foram adquiridos de outras
marcas nacionais. Todas as soluções foram preparadas com água destilada ou
deionizada, com sais de pureza analítica.
4.2. Métodos
4.2.1. Preparação do Extrato Aquoso de Erva-Mate (Ilex paraguariensis; EAI)
O extrato aquoso de erva-mate foi obtido pela adição de água deionizada
quente (aprox. 100 °C) sobre a amostra comercial (folhas secas e moídas) de Ilex
paraguariensis, na proporção de 100 mg/mL. Após 20 min de extração, a mistura
foi filtrada em quitassato e, então, colocada em placas de Petri para evaporação
em estufa (50 °C). O extrato seco resultante (aproximadamente 30 mg/mL,
rendimento de aproximadamente 30%) foi utilizado na preparação do extrato
aquoso de Ilex paraguariensis (EAI), através da solubilização em água deionizada
nas concentrações desejadas e utilizado nos protocolos descritos abaixo, com
exceção do item 4.2.2, onde foi necessário uma extração específica.
4.2.2. Análises do Extrato de Erva-Mate (Ilex paraguariensis; EAI)
A análise fitoquímica do extrato de erva-mate foi realizada no Laboratório
de Morfogênese e Bioquímica Vegetal – Centro de Ciências Agrárias, da
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Universidade Federal de Santa Catarina, sob supervisão do Prof. Dr. Marcelo
Maraschin.
4.2.2.1. Extração dos Compostos Fenólicos (Isolamento e Purificação)
Às folhas secas (2 g) e moídas de erva-mate foram adicionados 15 mL de
solução de carbonato de cálcio (4,7 %). Em seguida, a solução foi transferida para
aparato de “soxhlet” e mantida sob refluxo por 20 min. Após este período, a
solução foi resfriada em temperatura ambiente e filtrada a vácuo. O extrato aquoso
foi coletado e transferido para funil de separação, adicionou-se 60 mL de acetato
de etila e 1 mL de carbonato de sódio (5 %) e a mistura permaneceu a 4 °C por
uma noite. O extrato orgânico contendo a fração fenólica foi coletado, concentrado
em evaporador rotativo, ressolubilizado em 3 mL de acetato de etila e armazenado
a -18 ºC.
4.2.2.2. Extração dos Alcalóides (Isolamento e Purificação)
Às folhas secas (2 g) e moídas de erva-mate foram adicionados 15 mL de
solução de carbonato de cálcio (4,7 %). Em seguida, a solução foi transferida para
aparato de “soxhlet” e mantida sob refluxo por 20 min. Após este período, a
solução foi resfriada em temperatura ambiente e filtrada a vácuo. O extrato aquoso
foi coletado e transferido para um funil de separação, adicionou-se 60 mL de
diclorometano e esta mistura permaneceu em temperatura ambiente por 3 h. O
extrato diclorometânico contendo a fração alcaloidal foi coletado, concentrado em
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evaporador rotativo, ressolubilizado em 3 mL de diclorometano e armazenado a
-18 °C.
4.2.2.3. Análise de Compostos Fenólicos por Cromatografia Líquida de Alta
Eficiência (CLAE)
A análise dos compostos fenólicos via CLAE foi realizada através da injeção
de 10 mL da amostra em cromatógrafo Shimadzu LC-10 (Quioto, Japão), equipado
com coluna de fase reversa (Shim-pack C18, 4,6 mm Ø X 25 cm comprimento)
termostatizada a 40 ºC e detector UV-visível (Shimadzu SPD 10A, 280 nm e 306
nm). A fase móvel utilizada foi composta de água:acetato de etila:n-butanol
(350:1:10, v/v/v), com fluxo de 0,8 mL/min. Os compostos foram identificados e
quantificados através da utilização de padrões externos (ácidos clorogênico,
cinâmico, gálico, p-cumárico,t-cumárico, ferúlico e caféico).
4.2.2.4. Determinação Colorimétrica do Conteúdo de Fenóis Totais do EAI
O teor de fenóis totais do extrato aquoso de erva-mate foi determinado
segundo metodologia descrita por Maraschin e colaboradores (2002). A 1,0 mL do
extrato aquoso de erva-mate (100 mg/mL) foram adicionados 1,0 mL de etanol (95
%), 5,0 mL de água destilada e 0,5 mL do reagente Folin-Ciocalteau (50 %). Esta
mistura permaneceu em repouso por 5 min e, então, foi adicionado 1,0 mL de
bicarbonato de sódio 5 % (Na2CO3). Após o período de 1 h à temperatura
ambiente e na ausência de luz, a absorbância foi determinada em 757 nm. O
ácido gálico foi utilizado como padrão.
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4.2.2.5. Análise de Alcalóides por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência
(CLAE)
A análise de alcalóides via CLAE foi realizada através da injeção de 10 mL
da amostra em cromatógrafo Shimadzu LC-10, equipado com coluna de fase
reversa (Shim-pack C18, 4,6 mm Ø X 25 cm comprimento) termostatizada a 40 ºC
e detector UV-visível (Shimadzu SP-1, 275 nm e 313 nm). A fase móvel utilizada
foi fosfato de sódio (0,05 M, pH 3,9):acetonitrila:2-metoxi-etanol (80:15:5, v/v/v),
com fluxo de 2,0 mL/min. Os compostos foram identificados e quantificados
utilizando-se os padrões teobromina, teofilina e cafeína.
4.2.3. Avaliação da Atividade Antioxidante in vitro do Extrato de Erva-Mate
(Ilex paraguariensis; EAI)
4.2.3.1. Determinação da Capacidade Seqüestradora do Radical Ânion
Superóxido (O2-) pelo EAI
Para avaliar a capacidade seqüestradora do O2- foi utilizado o sistema
fenazina-metasulfato-NADH para geração deste radical, segundo Robak e
Gryglewski (1988). O meio de reação consistiu de metasulfato de fenazina,
nicotinamida adenina dinucleotídeo reduzida (NADH) e “nitro blue tetrazolium”
(NBT) em tampão fosfato. Nesse sistema, o O2- gerado reduz o NBT produzindo o
cromóforo formazan, com absorbância máxima em 560 nm. Em tubos tipo
“Eppendorf” foram adicionados 50 mL de solução de NBT (600 mM), 50 mL de
solução de NADH (100 mM), 50 mL de H2O (controle) ou 50 mL de concentrações
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crescentes do EAI (3; 10; 30; 100 mg/mL, concentração final) e 240 mL de tampão
fosfato (0,1 M, pH 7,8), antes da adição de 10 mL de metasulfato de fenazina (10
mM). Após 2 min à temperatura ambiente, a reação foi interrompida pela adição de
100 mL de solução de HCl (0,01 N). A absorbância do tubo controle foi medida a
560 nm contra o branco da reação, o qual não continha a solução de metassulfato
de fenazina e a absorbância dos tubos com EAI foi medida contra um branco
específico, contendo a mesma concentração de extrato aquoso de Ilex
paraguariensis, porém sem o metassulfato de fenazina. Os ensaios foram
realizados em triplicata e os resultados foram expressos como média ± erro
padrão da média (EPM) das porcentagens de redução do NBT, sendo considerado
100 % da redução a reação controle na ausência do extrato aquoso de Ilex
paraguariensis.
4.2.3.2. Determinação da Inibição da Degradação da Desoxirribose pelo EAI
O sistema gerador do radical OH utilizado para a detecção de danos
oxidativos à desoxirribose foi realizado de acordo com o método descrito por
Nishida e colaboradores (1991). A detecção dos produtos de oxidação da
desoxirribose foi realizada como descrita por Halliwell e Gutteridge (1981). Neste
ensaio, o radical OH, gerado através da reação do Fe3+ com o ácido
nitrilotriacético (NTA) e o peróxido de hidrogênio (H2O2) (Reação de Fenton), é
capaz de oxidar a desoxirribose. O produto dessa oxidação (MDA) reage
prontamente com o ácido tiobarbitúrico (TBA), formando um produto corado, que é
medido espectrofotometricamente (Halliwell e Gutteridge, 1981).
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Os ensaios foram realizados em triplicata, num volume final de 1,2 mL, em
tubos de 10 mL. Inicialmente, para a formação do quelato, foram adicionados 25
mL de solução de FeCl3 (25 mM) e 100 mL da solução estoque de NTA (100 mM),
permancendo por 10 min à temperatura ambiente. Posteriormente, foi adicionado
605 mL de água deionizada, 150 mL de tampão fosfato (0,01 M, pH 7,4), 100 mL de
solução de desoxirribose (2,8 mM), 120 mL de H2O (controle) ou 120 mL de
concentrações crescentes do extrato aquoso de Ilex paraguariensis (0,01; 0,1; 1 e
10 mg/mL, concentração final), e por último 100 mL de H2O2 (1,4 mM). Os tubos
foram mantidos por 20 min em banho-maria a 37 °C. A reação para quantificação
dos produtos de oxidação foi realizada pela adição de 1 mL de TBA (1 %) e 1 mL
de ácido tricloroacético (TCA, 2,8 %). Os tubos foram mantidos por mais 15 min à
temperatura de 100 °C para a formação do produto corado e ao final do tempo,
resfriados imediatamente em banho de gelo. A absorbância do tubo controle foi
medida a 532 nm contra um branco contendo todos os reagentes, com exceção da
desoxirribose. A absorbância de cada tubo com EAI foi medida contra um branco
específico, contendo a mesma concentração de extrato aquoso de Ilex
paraguariensis. Os resultados foram expressos como média ± EPM das
porcentagens da degradação da desoxirribose, considerando-se os valores
médios da absorbância do controle, sem a presença do extrato aquoso de Ilex
paraguariensis, como 100 % da degradação.
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4.2.3.3. Avaliação da Inibição da Peroxidação Lipídica pelo EAI
A inibição da peroxidação lipídica foi testada usando-se homogenato de
fígado de ratos, segundo o método de Chen e Tappel (1996) com modificações.
Ratos Wistar machos foram sacrificados por deslocamento cervical, após
aprofundamento da anestesia com mistura de quetamina (FrancotarÒ ) e cloridrato
de 2-(2,6-xilidino)-5,6-dihidro-4H-1,3-tiazina (RompumÒ ). A cavidade abdominal
foi aberta e o fígado foi retirado após ser perfundido com solução salina (NaCl 0,9
%). Aproximadamente 3,0 g de fígado foram homogeneizadas em 9 mL de tampão
fosfato de potássio 10 mM, pH 7,0 em KCl 140 mM. O homogenato obtido foi
centrifugado durante 15 min a 1500 X g a 4 oC. O sobrenadante foi congelado a -
20 oC e utilizado posteriormente para os ensaios de peroxidação lipídica.
Neste ensaio, o agente oxidante é o tert-butilhidroperóxido que abstrai o
átomo de hidrogênio dos ácidos graxos mono e poliinsaturados dando início ao
processo de peroxidação lipídica. Os ensaios foram realizados em triplicata, num
volume final de 1,0 mL. Em tubos de ensaio, foram adicionados seqüencialmente
125 µL de tampão fosfato (80 mM, pH 7,4), 150 µL de homogenato de fígado de
ratos, 100 µL de H2O ou 100 µL de concentrações crescentes do extrato aquoso
de Ilex paraguariensis (30; 10, 100; 300; 1000 µg/mL, concentração final), 100 µL
de tert-butilhidroperóxido (0,1 mM) e água deionizada (volume necessário para
completar 1,0 mL). Os tubos foram mantidos sob agitação por 2 h a 37 oC. A
reação de quantificação dos produtos de peroxidação lipídica foi realizada pela
adição de 1 mL de TBA (1 %) e 1 mL de ácido tricloroacético (TCA, 2,8 %). Os
tubos foram mantidos por mais 15 min à temperatura de 100 °C para a formação
Efeito do extrato aquoso de erva-mate (Ilex paraguariensis) na reatividade vascular: enfoque na aterosclerose experimental
4. Materiais e métodos
40
do cromóforo e ao final do tempo, resfriados imediatamente em banho de gelo e
centrifugados por 5 min a 3500 rpm. A absorbância do tubo controle foi medida em
532 nm contra o branco contendo todos os reagentes, com exceção do
homogenato de fígado de ratos. A absorbância dos tubos com EAI foi medida
contra um branco específico, contendo a mesma concentração de extrato aquoso
de Ilex paraguariensis. Os resultados foram expressos como média ± EPM das
porcentagens de inibição da peroxidação lipídica, considerando-se os valores
médios da absorbância do controle sem a presença do extrato aquoso de Ilex
paraguariensis como 100 % peroxidação lipídica.
4.2.4. Efeito in vitro do Extrato Aquoso de Erva-Mate (Ilex paraguariensis;
EAI) na Reatividade Vascular de Aorta Torácica Isolada de Ratos
4.2.4.1. Protocolo Experimental
Ratos machos Wistar (10 - 12 semanas de idade), pesando entre 180 - 220
g, provindos do Biotério Setorial do Departamento de Farmacologia da UFSC,
foram alojados em grupos de cinco animais e mantidos em caixas plásticas com
serragem, à temperatura de 22 ± 2 °C com ciclo claro/escuro de 12 h no Biotério
do Laboratório de Produtos Naturais – Departamento de Farmacologia/CCB. A
água e a ração foram fornecidas ad libitum.
Após aprofundamento da anestesia com mistura de quetamina (FrancotarÒ )
e cloridrato de 2-(2,6-xilidino)-5,6-dihidro-4H-1,3-tiazina (RompumÒ ), os ratos
foram sacrificados por deslocamento cervical, seguido de exsanguinação feita pela
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secção da artéria carótida. Após a abertura da cavidade torácica, a aorta foi
delicadamente removida e transferida para placa de Petri contendo solução
nutritiva de Krebs-Henseleit (NaCl 118 mM; KCl 4,7 mM; CaCl2 2,5 mM; MgSO4
1,2 mM; KH2PO4 0,9 mM; NaHCO3 25 mM; glicose 11,0 mM; pH 7,4). Os tecidos
adiposo e conjuntivo adjacente foram retirados conforme descrito por
Andriambeloson e colaboradores (1997).
A artéria foi seccionada na forma de anéis de 3 - 4 mm de comprimento, os
quais foram transferidos para cubas de vidro com volume total de 5 mL de solução
nutritiva de Krebs-Henseleit. A solução nutriente foi mantida a 37 °C e recebeu um
fluxo contínuo de oxigênio e gás carbônico (95 % de O2 e 5 % de CO2). Duas
hastes metálicas foram, então, inseridas na luz do vaso, sendo uma delas
adaptada a um transdutor de tensão isométrica acoplado a um sistema de
aquisição de dados SOFT and SOLUTIONS (KitCad 8 – São Paulo, SP). A tensão
de repouso das preparações correspondeu a 1,0 g e a solução nutriente foi
substituída a cada 15 min.
Após o período de equilíbrio (60 min), os anéis de aorta foram contraídos
com fenilefrina (0,1 – 1 mM). A presença do endotélio funcional foi avaliada pela
capacidade da acetilcolina (1 mM) induzir o relaxamento das preparações
contraídas previamente com fenilefrina. Somente as preparações que
apresentaram relaxamento igual ou superior a 75 % foram consideradas com
endotélio íntegro e utilizadas nos ensaios (Andriambeloson et al., 1997).
Nos experimentos em que se pretendia investigar a relevância do endotélio
vascular na capacidade vasorelaxante, foi realizada a remoção da camada de
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células endoteliais (Corrêa et al., 1991). Para este procedimento, uma das hastes
utilizadas na montagem dos vasos ao sistema foi levemente friccionada contra a
superfície interna da aorta. A lesão do endotélio vascular foi considerada
satisfatória após a verificação da ausência total de relaxamento induzido pela
acetilcolina (1 mM) nos vasos contraídos previamente com fenilefrina.
Após a avaliação do efeito do EAI, foi verificada a viabilidade dos anéis de
aorta pela capacidade de contração com fenilefrina (0,1 – 1 mM). Em anéis com
presença de endotélio funcional a viabilidade foi avaliada pela capacidade da
acetilcolina (1 mM) induzir o relaxamento das preparações contraídas previamente
com fenilefrina.
Os experimentos descritos foram realizados de acordo com as normas
éticas de cuidados com animais de laboratório. Além disso, todos os
procedimentos experimentais foram aprovados pela Comissão de Ética no Uso e
Animais (CEUA) da Universidade Federal de Santa Catarina, e está cadastrado
sob os números 330/CEUA e 23080.002728/2005-41/UFSC.
4.2.4.2. Verificação do Efeito Vasorelaxante do Extrato Aquoso de Erva-Mate
(Ilex paraguariensis; EAI)
Após ter sido avaliada a presença ou ausência do endotélio vascular, os
anéis de aorta foram lavados com solução nutriente em intervalos de 15 min
sendo aguardados 30 min para o retorno da tensão à linha de base. Em seguida,
foram realizados ensaios com quantidades crescentes cumulativas do extrato
aquoso de Ilex paraguariensis (10 – 3000 mg/mL) em anéis de aorta, com ou sem
Efeito do extrato aquoso de erva-mate (Ilex paraguariensis) na reatividade vascular: enfoque na aterosclerose experimental
4. Materiais e métodos
43
endotélio, previamente contraídas com fenilefrina (0,1 – 1 mM), segundo
adaptação de Corrêa e colaboradores (1991).
Os resultados foram apresentados como percentagem de relaxamento
induzido pelo EAI em relação à contração máxima com fenilefrina. As
concentrações inibitórias que promoveram 50 % dos relaxamentos máximos
obtidos (CI50) foram apresentadas como médias geométricas, acompanhadas de
seus respectivos limites de confiança (IC) para 95 % (Fleming et al., 1972). Os
resultados do relaxamento máximo (Rmax) foram apresentados como média ±
EPM.
4.2.4.3. Verificação da Influência do Extrato Aquoso de Erva-Mate (Ilex
paraguariensis; EAI) na Via NO/GMPc
Para avaliar o efeito do extrato aquoso de erva-mate (Ilex paraguariensis)
na via do NO, foram realizados ensaios de relaxamento arterial na presença de
quantidades crescentes cumulativas do extrato e de inibidor da enzima óxido
nítrico sintase (NOS) (Moore et al., 1990). Os anéis de aorta de ratos foram
mantidos com 10 mM de Nw-nitro-L-arginina (L-NOARG), inibidor irreversível da
NOS constitutiva e inibidor reversível da NOS indutível, 20 min antes da realização
dos ensaios com o EAI. O efeito do L-NOARG no relaxamento induzido pelo EAI
também foi avaliado na presença de excesso de L-arginina, substrato endógeno
para formação de NO, na concentração de 1 mM, adicionado ao meio 10 min
antes do L-NOARG.
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Os resultados dos relaxamentos induzidos pelo EAI foram apresentados
como percentagem de relaxamento em relação à contração máxima de fenilefrina.
As concentrações inibitórias que promoveram 50 % dos relaxamentos máximos
obtidos (CI50) foram apresentadas como médias geométricas, acompanhadas de
seus respectivos limites de confiança para 95 % (Fleming et al., 1972). Os
relaxamentos máximos (Rmax) foram apresentados como média ± EPM.
4.2.5. Efeito da Administração Crônica do Extrato Aquoso de Erva-Mate (Ilex
paraguariensis; EAI) na Reatividade Vascular de Aorta de Camundongos
com Aterosclerose
4.2.5.1. Protocolo Experimental
Camundongos machos C57BL/6 LDLR KO (n = 35) foram separados em
cinco grupos experimentais (n = 7 por grupo) e submetidos a diferentes
tratamentos dietéticos por um período de três meses, como descrito a seguir:
· Grupo Controle (C): consistiu de um grupo de animais que recebeu dieta
comercial padrão (ração para roedores), água ad libitum e uma dose de
água deionizada de 10 mL para cada grama de peso (aproximadamente
200 mL), via gavagem.
· Grupo Hipercolesterolêmico (HC): recebeu dieta rica em colesterol
(descrição na tabela 1), água ad libitum e uma dose de água deionizada
de 10 mL para cada grama de peso (aproximadamente 200 mL), via
gavagem.
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· Grupo Hipercolesterolêmico Ilex paraguariensis 0,3 g/kg/dia (HI 0,3):
recebeu a dieta rica em colesterol, água ad libitum e o tratamento com
uma dose do extrato aquoso de Ilex paraguariensis via gavagem, numa
dose final de 0,3 g/kg de peso por dia.
· Grupo Hipercolesterolêmico Ilex paraguariensis 0,9 g/kg/dia (HI 0,9):
recebeu a dieta rica em colesterol, água ad libitum e o tratamento com
uma dose do extrato aquoso de Ilex paraguariensis via gavagem, numa
dose final de 0,9 g/kg de peso por dia.
· Grupo Hipercolesterolêmico Ilex paraguariensis 2,7 g/kg/dia (HI 2,7):
recebeu a dieta rica em colesterol, água ad libitum e o tratamento com
uma dose do extrato aquoso de Ilex paraguariensis via gavagem, numa
dose final de 2,7 g/kg de peso por dia.
O tratamento dos animais com o extrato aquoso de Ilex paraguariensis ou
água via gavagem foi efetuado diariamente, bem como a avaliação da ração
ingerida. O peso dos animais foi aferido uma vez por semana.
As doses do EAI foram calculadas com base na quantidade de erva-mate
usada em uma cuia de chimarrão, tendo-se como parâmetro uma pessoa de 70 kg
e adaptado para o metabolismo do camundongo e para a via de administração
(Harkness e Wagner, 1995). Segundo o fabricante, utiliza-se, normalmente, cerca
de 100 g de erva-mate para cada litro de água. Considerando-se o volume de 200
mL de uma cuia média (portanto, 20 g de erva-mate) e o resíduo seco formado a
partir desse extrato aquoso (aproximadamente 30 mg/mL), uma pessoa de 70 kg
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consome, aproximadamente 6 g de resíduo seco de erva-mate por cuia, ou
aproximadamente 0,09 g por kg de peso. Levando-se em conta o metabolismo
específico do camundongo, que é aproximadamente 10 vezes mais elevado que o
do ser humano (Harkness e Wagner, 1995), chegou-se a uma dose de 0,9 g/kg de
camundongo. Para efeito de avaliação do tratamento extrapolou-se uma dose
acima (2,7 g/kg) e uma dose abaixo (0,3 g/kg) num volume ajustado à via de
administração (gavagem).
A ração hipercolesterolêmica foi desenvolvida pelo ITAL – Instituto de
Tecnologia de Alimentos – da Unicamp/SP, sob supervisão da Drª Nádia Fátima
G. P. Dias. A dieta, fornecida pelo ITAL na forma liofilizada, foi misturada com
água destilada em quantidade suficiente para a confecção manual de “pellets”, os
quais foram devidamente armazenados no interior de caixas plásticas sob
temperatura de -20 oC.
A ração comercial padrão para roedores, marca Supra Lab – Avisul
Alimentos S.A. – RS, foi fornecida pelo Biotério Central da UFSC sendo composta
de proteína bruta; cálcio; fósforo; extrato etéreo; mistura de fibras e mistura de
minerais, enriquecida com vitaminas.
Os camundongos LDLR KO foram gentilmente cedidos pela Faculdade de
Medicina da Universidade de São Paulo (FMUSP), sob a interveniência do Prof.
Dr. Heraldo Possolo de Souza. Os animais foram originalmente adquiridos da
empresa The Jackson Laboratory (Maine, EUA).
Os experimentos descritos foram realizados de acordo com as normas
éticas de cuidados com animais de laboratório. Além disso, todos os
procedimentos experimentais foram aprovados pela Comissão de Ética no Uso e
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Animais (CEUA) da Universidade Federal de Santa Catarina e está cadastrado
sob os números 264/CEUA e 23080.003548/2004-04/UFSC.









*Enriquecida com Vitamina E: 15,0 mg/kg de ração.




Mistura de vitaminas ** 1,0
Mistura de minerais 3,5
L-cistina 0,3
Bitartarato de colina 0,25
Fibras 5,0
Colesterol 1,25
Ácidos graxos * 18,0
*Ácidos graxos: saturados, 60,8 % ; monoinsaturados, 10,6 % e poliinsaturados, 16,3 %
(Ewin, 1997). ** Vitaminas: vitamina E, 15,0; vitamina A, 0,8; vitamina K, 0,075;
colecalciferol, 0,25; ácido nicotínico, 3,0; pantotenato de cálcio, 1,6; piridoxina 0,7; tiamina,
0,6; riboflavina, 0,6; ácido fólico, 0,2; D-biotina, 0,02; cianocobalamina, 2,5 (g/kg de ração).
4.2.5.2. Retirada do Sangue para Obtenção do Soro
Após o tratamento crônico, os animais foram levados para o Laboratório de
Produtos Naturais – Departamento de Farmacologia/CCB, para a execução dos
experimentos. Após um período de jejum de 12 a 15 h, os animais foram
anestesiados com mistura de quetamina (FrancotarÒ ) e cloridrato de 2-(2,6-
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xilidino)-5,6-dihidro-4H-1,3-tiazina (RompumÒ ) e, em seguida, foi realizada a
laparotomia e a veia cava inferior localizada. O sangue foi coletado utilizando-se
seringa de 1,0 mL adaptada com agulha 13 X 7 (curvada em ângulo de 45 °). A
agulha foi cuidadosamente introduzida na luz do vaso e o sangue do animal foi
retirado e transferido para tubos tipo “Eppendorf”. O sangue foi centrifugado a
3000 rpm durante 15 min para obtenção do soro, o qual foi posteriormente
utilizado para as determinações bioquímicas de colesterol total, triglicerídeos e
fração HDL.
4.2.5.3. Determinação do Colesterol Total
A determinação do colesterol total no soro dos camundongos foi realizada
utilizando-se reagentes comerciais (LABTEST DIAGNÓSTICAÒ , Lagoa Santa,
MG). O princípio do método baseia-se na hidrólise dos ésteres de colesterol pela
colesterol-esterase para produzir colesterol livre que, junto com o colesterol livre
preexistente, é oxidado em uma reação catalisada pela enzima colesterol oxidase
para formar o colest-4-en-ona e o peróxido de hidrogênio. Na presença de
peroxidase e peróxido de hidrogênio o fenol e a 4-aminoantipirina são oxidados e
complexados formando a antipirilquinonimina que tem absortividade máxima em
500 nm. A intensidade da cor vermelha formada na reação final é diretamente
proporcional à concentração de colesterol total na amostra.
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4.2.5.4. Determinação da Fração HDL
A determinação do colesterol da fração HDL no soro dos camundongos foi
realizada utilizando-se reagentes comerciais (LABTEST DIAGNÓSTICAÒ , Lagoa
Santa, MG). As lipoproteínas contendo apo B-100 (VLDL e LDL) foram seletiva e
quantitativamente precipitadas através do ácido fosfotúngstico (0,4 mmol/L) e
cloreto de magnésio (20 mmol/L). Após centrifugação (15 min, 1200 x g), o
colesterol na HDL foi determinado no sobrenadante por um sistema enzimático
idêntico ao descrito anteriormente para o colesterol total.
4.2.5.5. Determinação de Triglicerídeos
A determinação dos triglicerídeos no soro dos camundongos foi realizada
utilizando-se reagentes comerciais (LABTEST DIAGNÓSTICAÒ , Lagoa Santa,
MG). O princípio do método baseia-se na ação da enzima lipase que hidrolisa os
triglicerídeos, formando glicerol e ácidos graxos. O glicerol reage com o trifosfato
de adenosina por ação da glicerolquinase formando glicerol-3-fosfato, que por
ação da enzima glicerol-3-fosfato oxidase forma dihidroxiacetona e peróxido de
hidrogênio. O peróxido de hidrogênio irá reagir com a 4-aminoantipirina e o
clorofenol, numa reação catalisada pela peroxidase, produzindo a quinoneimina,
com absorbância máxima em 540 nm. A intensidade da cor vermelha é
diretamente proporcional à concentração de triglicerídeos na amostra.
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4.2.5.6. Determinação do Colesterol das Lipoproteínas com Apo B-100
(VLDL e LDL)
A determinação do colesterol das VLDL e LDL foi realizada indiretamente,
através da diferença entre colesterol total e fração HDL, pela equação:
Colesterol das Lipoproteínas com Apo B-100 = Colesterol Total – Fração HDL
4.2.5.7. Ensaio de Reatividade Vascular com Aorta Torácica Isolada de
Camundongos LDLR KO
Após a retirada do sangue, a cavidade torácica dos animais foi aberta e a
aorta foi delicadamente removida e transferida para placa de Petri contendo
solução nutriente de Krebs-Henseleit. Após a retirada dos tecidos adiposo e
conjuntivo adjacentes (Andriambeloson et al., 1997), o vaso foi seccionado
obtendo-se dois anéis de aorta torácica para cada animal. A solução nutriente foi
mantida a 37 °C e recebeu um fluxo contínuo de oxigênio e gás carbônico (95 %
de O2 e 5 % de CO2). Duas hastes metálicas foram, então, inseridas na luz do
vaso, sendo uma delas adaptada a um transdutor de tensão isométrica acoplado
ao sistema de aquisição de dados “SOFT and SOLUTIONS” (KitCad 8). A tensão
de repouso das preparações correspondeu a 0,5 g e a solução nutriente foi
substituída a cada 15 min. Após o período de equilíbrio (90 min), os anéis de aorta
foram contraídos com concentrações crescentes cumulativas do agonista a-
adrenérgico fenilefrina (1 nM a 3 mM). Em seguida, com uma contração sub-
máxima (70 - 80 % da contração máxima) da aorta à fenilefrina, foi verificada a
capacidade de relaxamento a partir de concentrações crescentes cumulativas de
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acetilcolina (1 nM a 3 mM). Os efeitos de contração e relaxamento (em g),
induzidos pela fenilefrina e pela acetilcolina, respectivamente, foram avaliados na
aorta dos camundongos dos diferentes grupos experimentais.
4.2.5.8. Avaliação da Extensão das Lesões Ateroscleróticas
Para a visualização da extensão das lesões ateroscleróticas por
microscopia ótica, o arco aórtico das artérias dos camundongos
hipercolesterolêmicos foi imerso por 24 h em formaldeído a 10 % tamponado (pH
7,4). Em seguida, as amostras foram incluídas em parafina para a obtenção dos
cortes histológicos longitudinais, os quais foram corados com hematoxilina e
eosina. Esses procedimentos foram realizados no serviço de Patologia do Hospital
Universitário da UFSC.
4.2.6. Análise Estatística
A análise estatística dos resultados da atividade antioxidante do EAI bem
como do peso dos animais, do consumo da ração e dos valores do perfil lipídico
foi realizada utilizando-se a análise de variância de uma via (ANOVA), seguida
pelos testes de Tukey-Kramer como ANOVA-post tests.
Nos ensaios de reatividade vascular in vitro os resultados dos relaxamentos
induzidos pelo EAI foram apresentados como percentagem de relaxamento em
relação à contração máxima da fenilefrina e CI50, enquanto que nos ensaios de
reatividade vascular de aorta de camundongos LDLR KO os efeitos induzidos pela
fenilefrina e pela acetilcolina, foram expressos pelos respectivos valores de
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contração e relaxamento promovidos pelos agonistas, em gramas. A análise
estatística dos resultados foi realizada utilizando-se o test t de Student para
amostras não pareadas ou a análise de variância de uma via (ANOVA) seguida
pelo teste de Tukey-Kramer como ANOVA-post tests, para comparações com
mais de dois grupos. A normalidade de todos os dados foi testada pelo teste de
Kolmogorov-Smirnorff (Snedecor e Cochran, 1967) e as diferenças entre os
valores experimentais obtidos nos diferentes grupos que apresentaram níveis de
probabilidade menores do que 5 % (p < 0,05 %) foram consideradas
estatisticamente significantes.
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5. RESULTADOS
5.1. Análise do Extrato de Erva-Mate (Ilex paraguariensis; EAI)
5.1.1. Compostos Fenólicos e Alcalóides do EAI determinados por
Cromatografia Liquída de Alta Eficiência (CLAE)
Os compostos fenólicos e os alcalóides identificados no extrato aquoso de
Ilex paraguariensis e suas respectivas concentrações estão apresentados na
Tabela 1. O principal componente fenólico no extrato, detectado por CLAE, foi o
ácido clorogênico (78,50 mg/mL), seguido dos ácidos gálico e cinâmico (52,3 e 3,8
mg/mL, respectivamente). Os ácidos p-cumárico, t-cumárico, ferúlico e caféico
estão presentes em pequena concentração (traços) no EAI. Na análise para
alcalóides, foi detectada a presença de cafeína numa concentração de 10,06
mg/mL e traços de teobromina (Tabela 1).
Tabela 1: Compostos majoritários (mg/mL) identificados no extrato aquoso de Ilex
paraguariensis (EAI).
Compostos Concentração (mg/mL)
Ácido clorogênico 78,50 ± 2,35
Ácido gálico 52,29 ± 1,72
Ácido cinâmico 3,76 ± 0,07




Cafeína 10,06 ± 1,11
Teobromina traços
Dados obtidos por cromatografia liquída de alta eficiência, conforme descrito na seção “Material e
Métodos”. Os resultados representam a média de três determinações independentes.







Figura 1: Perfil cromatográfico do extrato aquoso de erva-mate (Ilex paraguariensis; EAI)
em HPLC (a) ácido gálico, (b) ácido cinâmico, (c) ácido clorogênico.
Figura 2: Estruturas químicas dos compostos majoritários identificados no EAI.
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5.1.2. Conteúdo de Fenóis Totais do EAI Determinados por Método
Colorimétrico
O teor de fenóis totais do extrato aquoso de erva-mate foi de 154,5 ± 5,0
mg/L de ácido gálico equivalentes, obtido a partir de três determinações de
diferentes extrações.
5.2. Atividade Antioxidante in vitro do Extrato Aquoso de Erva-Mate (Ilex
paraguariensis; EAI)
5.2.1. Capacidade Seqüestradora do Radical Ânion Superóxido (O2-) pelo EAI
A capacidade seqüestradora do O2- pelo EAI está expressa como
percentuais de redução do NBT, representados na figura 3. O EAI na
concentração de 10 mg/mL demonstrou ser efetivo como seqüestrador do O2- (p <
0,01). Maior atividade seqüestradora foi observada nos ensaios em que o EAI foi
utilizado em concentrações de 30 e 100 mg/mL (p < 0,001, figura 3). A
concentração que promoveu 50 % de inibição da redução do NBT (CI50) foi de
27,1 (IC 95 %: 17,2 – 42,7) mg/mL. A inibição máxima da redução do NBT obtida
foi de aproximadamente 72,3 % com a concentração de 100 mg/mL de EAI.
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Figura 3: Efeito do extrato aquoso de erva-mate (Ilex paraguariensis; EAI) na redução do
NBT. Os resultados estão expressos como média ± EPM de três determinações em
triplicata. A primeira coluna (C) representa o controle da reação sem a presença do EAI,
considerado como 100 % da redução do NBT. ** p < 0,01; *** p < 0,001 (ANOVA/Tukey).
5.2.2. Inibição da Degradação da Desoxirribose pelo EAI
Na figura 4 estão representados os resultados da atividade do extrato
aquoso de erva-mate (Ilex paraguariensis) na capacidade seqüestradora do
radical OH. Pode ser verificado que a inibição da degradação da desoxirribose foi
dependente da concentração de EAI, sendo evidenciada de maneira significativa
já nas menores concentrações avaliadas.
O EAI na concentração de 0,01 mg/mL foi efetivo no seqüestro do radical
OH (p < 0,05). Nas concentrações de 0,1; 1 e 10 mg/mL, uma maior atividade
seqüestradora foi observada (p < 0,001; figura 4). A CI50 da degradação da
desoxirribose foi de 0,07 (IC 95 %: 0,011 – 0,433) mg/mL. A inibição máxima da
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degradação da desoxirribose obtida foi de aproximadamente 83,0 % com a
concentração de 10 mg/mL.



























Figura 4: Efeito do extrato aquoso de erva-mate (Ilex paraguariensis; EAI) na degradação
da desoxirribose. Os resultados estão expressos como média ± EPM de três
determinações em triplicata. A primeira coluna (C) representa o controle da reação sem a
presença do EAI, considerado como 100 % da degradação da desoxirribose. * p < 0,05; **
p < 0,01; *** p < 0,001 (ANOVA/Tukey).
5.2.3. Inibição da Peroxidação Lipídica pelo EAI em Homogenato de Fígado
de Ratos
A capacidade de inibição da peroxidação lipídica pelo extrato aquoso de
erva-mate (Ilex paraguariensis; EAI) está expressa como percentuais de
peroxidação lipídica, representados na figura 5. Nas concentrações de 10 e 30
mg/mL o EAI não inibiu a peroxidação lipídica (p > 0,05). Apenas a partir da
concentração de 100 mg/mL o EAI mostrou habilidade em inibir a peroxidação
lipídica (p < 0,05). A inibição máxima da peroxidação lipídica obtida foi de
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aproximadamente 60,0 % com a concentração de 1000 mg/mL. A CI50 da
peroxidação lipídica foi de 122,2 (IC 95 %: 41,9 – 356,4) mg/mL.
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Figura 5: Efeito do extrato aquoso de erva-mate (Ilex paraguariensis) EAI na peroxidação
lipídica. Os resultados estão expressos como média ± EPM de quatro determinações em
triplicata. A primeira coluna (C) representa o controle da reação sem a presença do EAI,
considerado como 100 % de peroxidação lipídica. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001
(ANOVA/Tukey).
5.3. Relaxamento In Vitro Induzido pelo Extrato Aquoso de Erva-Mate (Ilex
paraguariensis; EAI) em Aorta Torácica de Ratos
Para avaliar o efeito do extrato aquoso de erva-mate (Ilex paraguariensis;
EAI) na musculatura lisa vascular, foram realizadas curvas concentração-resposta
(CCR) cumulativas em anéis de aorta torácica de ratos na presença e ausência de
endotélio funcional.
Os resultados do EAI na reatividade vascular podem ser vistos na figura 6.
O extrato aquoso de erva-mate foi capaz de promover o relaxamento das aortas
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tanto na presença (E+) quanto na ausência (E-) de endotélio funcional, de maneira
dependente da concentração do extrato. O EAI na concentração de 300 mg/mL
provocou relaxamento de 17,9 ± 2,7 % (média ± EPM) na presença de endotélio,
enquanto que na ausência de endotélio o relaxamento foi de 2,0 ± 0,6 % (média ±
EPM). Assim, o relaxamento provocado pelo EAI nas aortas com endotélio
funcional foi mais efetivo, visto que o relaxamento nas aortas sem endotélio só
ocorreu na maior concentração avaliada. Esta diferença entre os relaxamentos
pode ser também verificada através dos valores de CI50 acompanhadas de seus
respectivos intervalos de confiança (95 %) (Tabela 2). A CI50 foi significativamente
maior (p < 0,001) na ausência de endotélio.


















Figura 6: Efeito do EAI na reatividade vascular na presença (§, E+) ou ausência (·, E-) de
endotélio funcional em anéis de aorta torácica contraídos com fenilefrina (0,1 – 1 mM).
Valores representados como média ± EPM de seis a oito ensaios, inclusive nos pontos
sem a representação gráfica do EPM. ** p < 0,01; *** p < 0,001 comparados com o
relaxamento na presença de endotélio. (Teste t de Student não pareado). Acompanhado
de um registro típico (quadro à direita).
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Tabela 2: Efeito da presença (E+) ou ausência (E-) de endotélio funcional no relaxamento
induzido pelo EAI em aorta torácica isolada de rato.
CI50 (mg/mL)a Rmax (%)b
E+ 1146 (993 – 1321) 80,1 ± 2,9
E- 1627 (1540 – 1720)*** 77,0 ± 4,2
aCI50 é apresentada como média geométrica acompanhada do intervalo de confiança (IC95%).
bRmax é apresentado como média ± EPM, referente à % do efeito máximo do relaxamento
avaliado. *** p < 0,001 comparado com o relaxamento na presença de endotélio funcional (E+),
teste t de Student não pareado.
5.3.1. Influência do Extrato Aquoso de Erva-Mate (Ilex paraguariensis; EAI)
na Via NO/GMPc em Aorta Torácica de Ratos
Para confirmar a relevância do endotélio no relaxamento induzido pelo EAI
e avaliar o envolvimento na via do NO/GMPc, procurou-se determinar a influência
de drogas atuantes nessa via, durante o relaxamento promovido pelo EAI em
aortas com endotélio funcional. Para isso, foram realizadas CCR cumulativas ao
EAI na presença de L-NOARG, inibidor da enzima NOS constitutiva e inibidor
reversível da NOS induzida.
A figura 7 mostra os resultados do efeito vasorelaxante do EAI, na ausência
e na presença de L-NOARG (10 mM). O L-NOARG promoveu deslocamento das
CCR cumulativas de EAI para a direita, demonstrando uma inibição no
relaxamento induzido pelo EAI o que evidencia o envolvimento do NO no
relaxamento promovido pelo extrato.
Para investigar a reversão do efeito promovido pelo L-NOARG, foram
realizadas CCR cumulativas ao EAI na presença do aminoácido L-arginina,
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substrato endógeno para a formação do NO. Na figura 7 observa-se que a adição
de 1 mM de L-arginina reverteu parcialmente, o efeito inibitório do L-NOARG na
resposta relaxante induzida pelo EAI.
Na tabela 3 estão expressos os valores de CI50 e Rmax do relaxamento em
anéis de aorta de ratos promovido pelo EAI na presença de L-NOARG ou de L-
NOARG + L-arginina.
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Figura 7: Envolvimento da via NO/GMPc no relaxamento vascular ao EAI em anéis de
aorta torácica de ratos com endotélio funcional contraídos com fenilefrina (0,1 – 1 mM) na
ausência (§, controle) ou presença de Nw-nitro-L-arginina (L-NOARG; ·, 10 mM) ou L-
arginina + L-NOARG (w, 1mM + 10 mM, respectivamente). Valores representados como
média ± EPM de seis a oito ensaios, inclusive nos pontos sem a representação gráfica do
EPM. * p < 0,05; ** p < 0.01; *** p < 0,001 comparados ao controle; ### p < 0,001
comparado ao L-NOARG + L-arginina (ANOVA/Tukey). Acompanhado de um registro
típico (quadro à direita).
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Tabela 3: Efeito de diferentes drogas no relaxamento induzido pelo EAI em aorta torácica
isolada de rato na presença de endotélio funcional.
Droga CI50 (mg/mL)a Rmax (%)b
Controle 1146 (993 – 1321) 80,1 ± 2,9
L-NOARG 1611 (1577 – 1645)***, ### 49,5 ± 1,2 ***, ###
L-NOARG + L-arginina 1449 (1365 – 1537)** 71,3 ± 2,1 *
aCI50 é apresentada como média geométrica acompanhada do intervalo de confiança (IC95%).
bRmax é apresentado como média ± EPM, referente à % do efeito máximo do relaxamento
avaliado. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001 comparado ao controle (E+). ### p < 0,001 comparado
ao L-NOARG + L-arginina (ANOVA/Tukey).
5.4. Efeito do Tratamento Crônico com Extrato Aquoso de Erva-Mate (Ilex
paraguariensis; EAI) em Camundongos LDLR KO
5.4.1. Efeito do EAI na Ingestão Alimentar e Peso dos Caumdongos LDLR KO
Os resultados de ingestão alimentar e a variação de peso dos animais no
período do tratamento crônico estão expressos na tabela 4. Após avaliações
diárias e semanais do consumo de ração e aferição do peso, respectivamente,
durante os três meses de tratamento, observou-se que a ração
hipercolesterolêmica e o extrato de erva-mate provocaram modificações
significativas entre os grupos de camundongos. Ocorreu diminuição na ingestão
da ração rica em colesterol (grupo HC), em comparação com a ingestão da ração
comercial padrão (grupo C; p < 0,001). Apesar da menor ingestão de ração, os
camundongos do grupo HC apresentaram maior ganho de peso em relação aos
animais controles (Tabela 4; p < 0,001). O tratamento com as diferentes doses do
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EAI (grupos HI 0,3; 0,9 e 2,7) provocou diminuição significativa na ingestão da
ração hipercolesterolêmica em relação aos animais do grupo HC (p < 0,001).
Nesses animais que receberam o EAI, a menor ingestão alimentar provocou
redução significativa no ganho de peso, quando comparado aos camundongos do
grupo HC (p < 0,001). Além disso, foi possível observar um efeito dependente da
dose do EAI na redução do ganho de peso (p < 0,05; Tabela 4).
Tabela 4: Consumo de ração e ganho de peso corporal dos animais dos diferentes grupos





C 3,64 ± 0,4 1,52 ± 0,19
HC 2,98 ± 0,6 * 7,48 ± 0,54 *
HI 0,3 2,82 ± 0,6 ** 5,84 ± 0,57
HI 0,9 2,52 ± 0,5 ** 3,21 ± 0,72 **, #
HI 2,7 2,71 ± 0,5 ** 2,43 ± 0,45 **, ##
Os resultados estão expressos como média ± EPM de 7 animais em cada grupo. A variação do
peso, em gramas, é a diferença do peso dos animais no início e no final do tratamento. C, controle;
HC, hipercolesterolêmico; HI, hipercolesterolêmico mais Ilex paraguariensis 0,3; 0,9 ou 2,7
g/kg/dia. * p < 0,001 comparado ao grupo controle; ** p < 0,001 comparado ao grupo HC; # p <
0,05 comparado ao grupo HI 0,3; # p < 0,001 comparado ao grupo HI 0,3 (ANOVA/Tukey).
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5.4.2. Avaliação do Perfil Lipídico
A administração da dieta hipercolesterolêmica resultou em aumento
significativo da concentração sérica de colesterol total, VLDL e LDL-colesterol
(aproximadamente 2 vezes) nos animais do grupo hipercolesterolêmico (HC, p <
0,001) em relação ao grupo controle (C) (Tabela 5), porém não alterou os valores
de HDL e triglicerídeos. O tratamento com o EAI, independente da dose
administrada, não modificou o perfil lipídico dos camundongos
hipercolesterolêmicos.
Tabela 5: Efeito do extrato aquoso de erva-mate (Ilex paraguariensis; EAI) no perfil
lipídico sérico dos camundongos LDLR KO.
Colesterol (mg/dL) TriglicerídeosGrupos
Total VLDL + LDL HDL (mg/dL)
C 256 ± 14 192 ± 11 64 ± 6 177 ± 13
HC 504 ± 63 * 431 ± 57 * 73 ± 5 150 ± 11
HI 0,3 515 ± 30 452 ± 30 63 ± 6 187 ± 17
HI 0,9 507 ± 44 436 ± 42 71 ± 11 119 ± 7
HI 2,7 488 ± 28 424 ± 22 64 ± 7 162 ± 15
Os resultados estão expressos como média ± EPM (n = 6 a 7 animais por grupo). Grupos: Controle
(C); Hipercolesterolêmico (HC); Hipercolesterolêmico Ilex paraguariensis – 0,3 g/kg/dia (HI 0,3);
Hipercolesterolêmico Ilex paraguariensis – 0,9 g/kg/dia (HI 0,9) e Hipercolesterolêmico Ilex
paraguariensis – 2,7 g/kg/dia (HI 2,7). *p < 0,001 comparado ao grupo C (ANOVA/Tukey).
5.4.3. Efeito do Extrato Aquoso de Erva-Mate (Ilex paraguariensis; EAI) na
Reatividade Vascular de Aorta de Camundongos LDLR KO
Para avaliar o efeito do tratamento crônico com EAI em camundongos
deficientes para o receptor de LDL (LDLR KO), foram realizados ensaios de
reatividade vascular em aorta torácica isolada de camundongos.
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5.4.3.1. Efeito do Extrato Aquoso de Erva-Mate (Ilex paraguariensis; EAI) na
Capacidade Contrátil Arterial
A administração da dieta hipercolesterolêmica inibiu significativamente a
capacidade contrátil à fenilefrina nos anéis de aorta torácica de camundongos
LDLR KO do grupo HC em relação ao grupo C (Figura 8). A contração máxima
obtida com a fenilefrina foi reduzida em aproximadamente 55 % nas artérias dos
animais hipercolesterolêmicos (Tabela 6).
A administração do EAI nas doses de 0,9 e 2,7 g/kg/dia aumentou
significativamente a capacidade contrátil da aorta torácica dos camundongos dos
grupos HI 0,9 e HI 2,7 em relação ao grupo HC (p < 0,05; Figura 9 e Tabela 6).




















Figura 8: Efeito da hipercolesterolemia na contração vascular à fenilefrina em aortas
torácicas isoladas de camundongos LDLR KO. Resultados expressos como média ± EPM
de 10-13 ensaios por grupo, inclusive nos pontos sem a representação gráfica do EPM.
Controle (C); Hipercolesterolêmico (HC). * p < 0,05; ** p < 0.01; *** p < 0,001 comparado
ao grupo C (Teste t de Student não pareado).
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Figura 9: Efeito do EAI, após tratamento crônico, na contração vascular à fenilefrina em
aortas torácicas isoladas de camundongos LDLR KO hipercolesterolêmicos. Resultados
expressos como média ± EPM de 10-13 ensaios, inclusive nos pontos sem a
representação gráfica do EPM. Grupos: Controle (C); Hipercolesterolêmico (HC);
Hipercolesterolêmico Ilex paraguariensis – 0,3 g/kg/dia (HI 0,3); Hipercolesterolêmico Ilex
paraguariensis – 0,9 g/kg/dia (HI 0,9) e Hipercolesterolêmico Ilex paraguariensis – 2,7
g/kg/dia (HI 2,7). * p < 0,05; ** p < 0.01; *** p < 0,001 comparado ao grupo HC
(ANOVA/Tukey).
5.4.3.2. Efeito do Extrato Aquoso de Erva-Mate (Ilex paraguariensis; EAI) na
Capacidade de Relaxamento Arterial
Logo após a verificação da capacidade contrátil à fenilefrina, foram
realizadas CCR cumulativas à acetilcolina para avaliação da capacidade de
relaxamento da aorta dos camundongos.
O relaxamento vascular foi inibido significativamente nos animais
hipercolesterolêmicos (grupo HC) em relação ao grupo controle (p < 0,001; Figura
10). O relaxamento máximo (Rmax) observado para os animais do grupo controle
foi de 0,193 ± 0,015 g (média ± EPM), enquanto que nos animais
hipercolesterolêmicos o Rmax foi de 0,110 ± 0,013 g (p < 0,001; Tabela 6).
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O tratamento com EAI ocasionou um aumento significativo da capacidade
de relaxamento da aorta dos camundongos do grupo HI 0,9 (Rmax: 0,161 ± 0,015
g) em relação ao grupo HC (Rmax: 0,110 ± 0,010 g; p < 0,05). Porém, não
provocou alterações significativas nos grupos HI 0,3 e 2,7 quando comparadas ao
grupo HC (Figura 11 e Tabela 6).
















Figura 10: Efeito da hipercolesterolemia no relaxamento vascular à acetilcolina em aortas
torácicas isoladas de camundongos LDLR KO. Resultados expressos como média ± EPM
de 10-13 ensaios por grupo, inclusive nos pontos sem a representação gráfica do EPM.
Controle (C); Hipercolesterolêmico (HC). * p < 0,05; ** p < 0.01; *** p < 0,001 comparado
ao grupo C (Teste t de Student não pareado).
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Figura 11: Efeito do EAI, após tratamento crônico, no relaxamento vascular à fenilefrina
em aortas torácicas isoladas de camundongos LDLR KO hipercolesterolêmicos.
Resultados expressos como média ± EPM de 10-13 ensaios, inclusive nos pontos sem a
representação gráfica do EPM. Grupos: Controle (C); Hipercolesterolêmico (HC);
Hipercolesterolêmico Ilex paraguariensis – 0,3 g/kg/dia (HI 0,3); Hipercolesterolêmico Ilex
paraguariensis – 0,9 g/kg/dia (HI 0,9) e Hipercolesterolêmico Ilex paraguariensis – 2,7
g/kg/dia (HI 2,7). * p < 0,05; ** p < 0.01; *** p < 0,001 comparado ao grupo HC
(ANOVA/Tukey).
Tabela 6: Efeitos da fenilefrina (3 mM) na contração máxima (Cmax) e da acetilcolina (3
mM) no relaxamento máximo (Rmax) de artérias de camundongos LDLR KO.
Grupos: C, controle; HC, hipercolesterolêmico; HI, hipercolesterolêmico Ilex paraguariensis 0,3; 0,9






C 0,261 ± 0,018 0,193 ± 0,015
HC 0,113 ± 0,015 * 0,110 ± 0,013 *
HI 0,3 0,115 ± 0,011 0,122 ± 0,038
HI 0,9 0,173 ± 0,017 ** 0,161 ± 0,015 **
HI 2,7 0,191 ± 0,032 ** 0,126 ± 0,011
Efeito do extrato aquoso de erva-mate (Ilex paraguariensis) na reatividade vascular: enfoque na aterosclerose experimental
5. Resultados
69
5.5. Efeito do Extrato Aquoso de Erva-Mate (Ilex paraguariensis; EAI) na
Extensão das Lesões Ateroscleróticas
As artérias aorta dos camundongos hipercolesterolêmicos dos grupos HC e
HI foram retiradas e cortes histológicos foram realizados na região do arco aórtico.
A Figura 12 mostra a estrutura do arco aórtico com as lesões ateroscleróticas
iniciais (estrias gordurosas) corada com Hematoxilina-Eosina (HE). Após 3 meses
de tratamento com a dieta enriquecida com 1,25 % de colesterol, o arco aórtico
apresentou a existência de macrófagos com alto conteúdo de lipídios no espaço
intimal.
Dois cortes histológicos representativos de cada grupo de animais (HC e HI
0,9) são mostrados na Figura 13 A e B, respectivamente. Por problemas técnicos,
muitos cortes histológicos foram danificados, impossibilitando a quantificação da
extensão das lesões ateroscleróticas nos diferentes grupos de estudo. No entanto,
foi possível observar que a quantidade de lesões foi, aparentemente, semelhante
nos arcos aórticos dos camundongos dos vários grupos, independente da dose de
extrato de erva-mate administrada.
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Figura 12. Histologia do arco aórtico (coloração HE; 10 x) de camundongo LDLR KO
alimentado com colesterol mostrando as lesões ateroscleróticas iniciais. No detalhe a
estria gordurosa.
Figura 13: Histologias do arco aórtico, corados com HE (40 x), de camundongos LDLR KO
alimentados com colesterol (A; grupo HC) e alimentados com colesterol e extrato aquoso
de Ilex paraguariensis 0,9 g/kg/dia (B; grupo HI 0,9). As células espumosas compondo a
estria gordurosa estão indicadas.
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A aterosclerose é uma doença crônica, influenciada pela interação de
fatores ambientais e genéticos, e envolve uma relação complexa de componentes
da parede arterial e do sangue, sendo caracterizada por reações oxidativas e
inflamatórias (Glass e Witztum, 2001). Estudos epidemiológicos indicaram uma
relação inversa entre a ingestão de compostos fenólicos e a incidência de doenças
cardiovasculares (Knekt et al., 1996; Hertog et al., 1993a; Hertog et al., 1995).
Embora os compostos polifenólicos possam atuar diretamente como agentes
antioxidantes, eles também podem estar agindo por outros mecanismos
antiaterogênicos, como inibição da expressão de moléculas de adesão (Murase et
al., 1999), inibição da agregação plaquetária (Neiva et al., 1999) e promoção do
vasorelaxamento dependente do endotélio através da síntese de NO (Fitzpatrick et
al., 1995; Andriambeloson et al., 1997; Schuldt et al., 2000). No Brasil, dentre as
espécies vegetais ricas em polifenóis com importância dietética, destaca-se a
erva-mate (Ilex paraguariensis), que possui polifenóis hidrossolúveis, como os
derivados cafeoilquínicos, principalmente o ácido clorogênico e seus isômeros,
bem como saponinas e uma pequena quantidade de flavonóides (Schenkel et al.,
1997; Carini et al., 1998), os quais apresentam elevada atividade antioxidante e
podem contribuir para as defesas do organismo. Até o momento, poucos estudos
foram realizados com a erva-mate. Já foi demonstrado que o extrato aquoso da
planta possui atividade antioxidante in vitro (Campos et al., 1996; Müller et al.,
1998; Filip et al., 2000; Schinella et al., 2000), potencial inibitório contra a
lipoperoxidação plasmática da LDL (Gugliucci e Stahl, 1995; Gugliucci, 1996;
Bracesco et al., 2003), e efeito vasorelaxante em artéria mesentérica de ratos
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(Muccillo-Baisch et al., 1998). Recentemente, foi demonstrado em nosso
laboratório que o extrato aquoso de erva-mate possui também a capacidade de
reduzir significativamente a progressão da aterosclerose em coelhos (Mosimann et
al., 2002).
Considerando que a disfunção endotelial é um dos principais fatores que
contribuem para o processo da aterosclerose e que os compostos fenólicos,
particularmente da erva-mate, apresentam atividade vasorelaxante dependente do
endotélio, foi investigada a atividade do extrato aquoso de Ilex paraguariensis nos
ensaios farmacológicos de reatividade vascular in vitro, em anéis de aorta de
ratos, e ex vivo, em aorta de camundongos com aterosclerose. Nos ensaios in
vitro, o EAI promoveu um significante relaxamento, o qual foi dependente da
concentração do extrato. O relaxamento na presença de endotélio funcional foi
mais efetivo, enquanto que o relaxamento independente do endotélio só ocorreu
de forma significativa com as maiores concentrações de EAI avaliadas (Figura 6).
Para investigar o possível envolvimento do óxido nítrico no relaxamento
induzido pelo EAI, foram utilizados o L-NOARG, inibidor irreversível da NOS
constitutiva e inibidor reversível da NOS indutível, e o aminoácido L-arginina,
substrato para a formação do NO (Moore et al., 1990; Frew et al., 1993). Nos
ensaios realizados somente com o L-NOARG, verificou-se que o relaxamento
induzido pelo EAI foi significativamente abolido (Figura 7). O L-NOARG promove o
bloqueio da atividade enzimática por ser análogo do substrato L-arginina,
competindo com o aminoácido pelo sítio ativo da enzima (Aoki, 1995). Em outros
ensaios, nos quais, além do L-NOARG foi adicionada também a L-arginina, foi
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observada uma reversão do efeito inibitório promovido pelo L-NOARG sobre o
relaxamento induzido pelo EAI (Figura 7).
Assim, em conjunto, considerando que na ausência do endotélio vascular
foram necessárias concentrações maiores do EAI para promover o relaxamento;
que o relaxamento foi reduzido significativamente pelo inibidor da NOS, e que
essa inibição induzida pelo L-NOARG foi revertida com a L-arginina, os resultados
sugerem o envolvimento da via NO/GMPc no relaxamento vascular em aorta
induzido pelo EAI. Além disso, quando o endotélio foi removido, foram necessárias
concentrações 10 vezes maiores do EAI para promover o relaxamento dos anéis
de aorta de ratos (Figura 6), conforme também descrito por Andriambeloson e
colaboradores (1997) e Schuldt e colaboradores (2000), em estudos com outros
extratos vegetais. Esses autores demonstraram que foram necessárias
concentrações significativamente maiores de polifenóis do vinho e de Cuphea
cartagenensis, respectivamente, para promover o vasorelaxamento na ausência
de endotélio. Vários outros estudos evidenciaram o papel fundamental da via do
NO nos relaxamentos promovidos por extratos de plantas (Fitzpatrick et al., 1995;
Odigie et al., 2003). Os resultados de Muccillo-Baisch e colaboradores (1998) são
de particular importância, pois também demonstraram que o extrato aquoso de
Ilex paraguariensis promoveu relaxamento dependente de endotélio funcional em
artéria mesentérica de ratos. Além disso, no presente estudo, o grau de
relaxamento provocado pelo EAI na presença de endotélio funcional (Figura 6) foi
equivalente aos valores relatados por Muccillo-Baisch e colaboradores (1998) em
artéria mesentérica de ratos. Isto é, com a concentração de 1000 mg/mL de EAI,
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observou-se um relaxamento de 32,0 ± 3,4 %, semelhante a 33,5 % de
relaxamento provocado por 900 mg/mL de extrato de Ilex paraguariensis (Muccillo-
Baisch et al., 1998).
Dentre os principais compostos constituintes do extrato aquoso de erva-
mate, descritos na literatura ou identificados neste trabalho, os prováveis
candidatos para exercerem o vasorelaxamento seriam, à primeira vista as
metilxantinas, as saponinas, os flavonóides, o ácido gálico e o ácido clorogênico.
As metilxantinas causam relaxamento do músculo vascular por mecanismos
dependentes e independentes do endotélio. Segundo Hatano e colaboradores
(1995), a cafeína promove relaxamento, em aorta de ratos, pela síntese de NO no
endotélio através da liberação de cálcio do retículo endoplasmático e pela
supressão da degradação de GMPc de maneira dependente do endotélio, além de
agir como inibidor de fosfodiesterase no mecanismo independente do endotélio.
No entanto, as saponinas de Ilex paraguariensis não promoveram o
vasorelaxamento de artéria isolada de rato (Maas et al., 1991); assim, elas não
devem participar do efeito relaxante observado. Os flavonóides encontram-se
presentes no extrato aquoso de erva-mate em pequena concentração (Carini et
al., 1998; Filip et al., 2000), parecendo pouco provável que, isoladamente, eles
exerçam tal efeito. O ácido gálico é o segundo composto fenólico em
concentração presente no extrato de erva-mate, mas Sanae e colaboradores
(2002) demonstraram que eles não apresentam atividade vasorelaxante, podendo,
inclusive, ter atividade vasoconstritora (Andriambeloson et al., 1998). O principal
constituinte fenólico do mate foi o ácido clorogênico (Tabela 1; Carini et al., 1998;
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Filip et al., 2000). Todavia, o ácido clorogênico, apesar de liberar NO em
quantidade suficiente em artéria isolada, não foi efetivo para promover o
vasorelaxamento (Taubert et al., 2002). No entanto, resultados preliminares de
nosso laboratório mostraram que o ácido clorogênico provocou vasorelaxamento
em artéria de ratos, em grau semelhante ao EAI. Por exemplo, o relaxamento
máximo obtido com o ácido clorogênico foi de 69,0 % com a concentração de
3000 mg/mL e CI50 de 1343 mg/mL (n = 2; resultados não apresentados),
enquanto que o Rmax com o EAI foi de 80,1 % e CI50 de 1146 mg/mL (Tabela 2).
Considerando os achados de Taubert e colaboradores (2002), estes resultados
com o ácido clorogênico necessitam ser confirmados. Independentemente, o efeito
vasorelaxante provocado pelo extrato aquoso de erva-mate parece ser devido ao
efeito sinérgico dos vários constituintes conhecidos, bem como daqueles ainda
não identificados.
Taubert e colaboradores (2002) também relataram que diversas classes de
compostos fenólicos estimularam a liberação de NO em artérias coronarianas de
suínos e que esta liberação estaria associada à extensão do efeito vasorelaxante
observado. Assim sendo, apenas os compostos fenólicos que liberaram NO em
concentração superior a 5 nM, valor do Km da guanilato ciclase solúvel (Ignarro,
1990), como a quercetina e seus glicosídeos, a miricetina, as proantocianidinas e
o ácido caféico, entre outros, promoveram vasorelaxamento significativo (Taubert
et al., 2002). Alguns autores demonstraram que o efeito vasorelaxante dos
flavonóides dependente do endotélio ocorre em concentrações menores do que 30
mM de fenóis (Chan et al., 2000). Segundo Ajay e colaboradores (2003), isto
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implica que, em baixas concentrações, o efeito relaxante dos flavonóides seja
mediado, provavelmente, pela liberação de óxido nítrico e prostaciclinas do
endotélio, enquanto que em concentrações mais elevadas, os flavonóides
exercem seus efeitos através de outros mecanismos, como por exemplo, pela
inibição de proteínas contráteis, como a proteína quinase C (Duarte et al., 1993);
inibição de enzimas, como a AMPc-fosfodiesterase (Beretz et al., 1980) e/ou
inibição da liberação de cálcio dos estoques intracelulares (Chan et al., 2000).
Desta maneira, a atividade de relaxamento verificada com as maiores
concentrações testadas em nossos ensaios, deve envolver outro tipo de
mecanismo, não relacionado com a via NO/GMPc. As metilxantinas, presentes no
extrato aquoso de erva-mate como por exemplo, a cafeína (Tabela 1), também
podem estar envolvidas no vasorelaxamento independente do endotélio pelo seu
mecanismo de ação que envolve a indução do acúmulo de GMPc e AMPc, através
da inibição da atividade da enzima fosfodiesterase e a mobilização do cálcio
intracelular (Borstel, 1983; Stefanovich, 1989; Hatano et al.,1995; Sawynok, 1995).
Além desses mecanismos propostos para o efeito vasorelaxante dos
compostos fenólicos, deve-se considerar também o mecanismo baseado na sua
atividade antioxidante, a qual pode auxiliar na manutenção da concentração de
NO ativo. Neste sentido, foram desenvolvidos ensaios bioquímicos, através dos
quais ficou demonstrado que o extrato aquoso de erva-mate utilizado no presente
estudo apresentou atividade antioxidante in vitro. O EAI diminuiu o percentual de
redução do NBT, no sistema NADH/metasulfato de fenazina proporcional à sua
concentração (Figura 3), com CI50 de 27,1 mg/mL de extrato. Valores semelhantes
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foram encontrados por Schinella e colaboradores (2000). A inibição da redução do
NBT reflete, de maneira indireta, a capacidade do extrato em seqüestrar o radical
ânion superóxido. Diversos flavonóides e outros compostos fenólicos são
considerados antioxidantes, não apenas porque eles agem como seqüestradores
de O2-, mas também como inibidores da enzima xantina oxidase (Cos et al.,
1998), considerada uma importante fonte de radicais superóxido, pois durante a
oxidação da xantina, radicais ânion superóxido e peróxido de hidrogênio são
formados (Britigan et al., 1990). Em sistemas fisiológicos, o radical superóxido
reage com o NO formando o peroxinitrito (Darley-Usmar et al., 1995), que está
implicado na fisiopatologia de várias doenças inflamatórias, como aterosclerose e
artrite (Persinger et al., 2002). Dessa forma, substâncias que reduzem a
quantidade de O2- são de grande importância para a preservação da
biodisponibilidade do NO e do conseqüente efeito vasorelaxante.
Para investigar o efeito do EAI contra os radicais hidroxila (OH) e peroxila
(LOO), foram realizados dois tipos de ensaio: o ensaio da desoxirribose, para
verificar se o EAI seria capaz de proteger o carboidrato desoxirribose contra a
oxidação promovida pelo radical OH gerado no sistema, e o ensaio envolvendo
homogenato de fígado de ratos, realizado para verificar o efeito do EAI contra a
lipoperoxidação. De acordo com os resultados, o EAI promoveu uma inibição da
degradação da desoxirribose de maneira dependente da concentração com
valores inferiores a 0,01 mg/mL (Figura 4). O radical OH é a espécie de oxigênio
mais reativa encontrada em meio biológico, reagem no próprio sítio onde foram
gerados e são responsáveis por grande parte dos danos celulares promovidos
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pelas espécies reativas de oxigênio, causando quebras nas fitas do DNA,
promovendo peroxidação lipídica, além de oxidar proteínas (Halliwell e Gutteridge,
1989). Os resultados sugerem que os componentes ativos presentes no EAI
exerçam sua atividade protetora da degradação da desoxirribose, possivelmente
pelo seqüestro de OH. Os flavonóides e outros compostos polifenólicos são
potentes seqüestradores clássicos deste radical (Husain et al., 1987). Vale a pena
salientar que o EAI foi extremamente efetivo no seu efeito seqüestrador do OH,
com CI50 de aproximadamente 0,07 mg/mL (Fig. 4). O EAI também inibiu a
peroxidação lipídica em homogenato de fígado de rato, induzida pelo tert-
butilhidroperóxido (Figura 5). Vários estudos demonstraram que a inibição da
peroxidação lipídica verificada na presença de determinados flavonóides se deve
às propriedades seqüestradoras de radicais OH, O2- ou LOO (Husain et al.,
1987; Takahama, 1993; Terao et al., 1994).
Segundo Burns e colaboradores (2000), a atividade antioxidante in vitro de
extratos não-alcoólicos de vinho tinto esteve significativamente correlacionada ao
conteúdo de fenóis totais e à atividade vasorelaxante dependente de NO. No
entanto, isoladamente, apenas as antocianinas correlacionaram-se com a
vasodilatação, sugerindo um efeito sinergístico dos compostos fenólicos. Mullen e
colaboradores (2002) também relataram uma correlação positiva entre o conteúdo
de fenóis totais do extrato de amora vermelha (Rubus idaeus), a atividade
antioxidante, e o efeito vasorelaxante em aorta de coelhos. Entretanto, ao
contrário dos resultados de Burns e colaboradores (2000), o efeito vasodilatador
não esteve associado às antocianinas, indicando que diferentes espécies vegetais
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possuem antocianinas com atividades diversas. Além disso, nem todas as frações
isoladas do extrato de Rubus idaeus com atividade antioxidante foram efetivas no
vasorelaxamento (Mullen et al., 2002). Conforme também salientado por Taubert e
colaboradores (2002), compostos fenólicos com conhecido potencial antioxidante
in vitro não promoveram vasorelaxamento derivado de NO, indicando que o efeito
antioxidante não deve ser o mecanismo principal da ação vasodilatadora de
determinados compostos fenólicos.
Considerando os resultados encontrados nos ensaios de atividade
antioxidante e de vasorelaxamento em aorta de ratos, ambos in vitro, foi avaliado
o efeito do extrato de erva-mate comercial na reatividade vascular em modelo
animal com aterosclerose. Camundongos LDLR KO foram utilizados no tratamento
crônico e o efeito da administração do EAI em três concentrações foi igualmente
avaliado. Os animais foram alimentados com dieta hipercolesterolêmica por três
meses para a indução das lesões ateroscleróticas (Cyrus et al., 2003). Após esse
período de tempo, observou-se alteração na ingestão da ração comercial padrão
(grupo C) e ração hipercolesterolêmica (grupo HC), bem como na ingestão da
ração com colesterol nos grupos, os quais receberam concomitantemente o
extrato de erva-mate (grupos HI 0,3, HI 0,9 e HI 2,7). Os animais do grupo HC,
que receberam a dieta rica em colesterol, ingeriram menos ração em comparação
com o grupo controle (Tabela 4). Apesar disso, esses camundongos apresentaram
maior ganho de peso. A administração do EAI aos animais hipercolesterolêmicos
ocasionou uma diminuição na ingestão da ração e no ganho de peso, proporcional
à concentração do extrato. As metilxantinas presentes no EAI (Tabela 1) poderiam
estar interferindo no ganho de peso, pois apresentam atividade na diurese, pelo
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aumento do débito sangüíneo renal e da filtração glomerular, ou ainda por agir
sobre o metabolismo de carboidratos e lipídios, estimulando a lipólise no tecido
adiposo (Sawynok, 1995).
Conforme esperado, a administração da dieta hipercolesterolêmica
aumentou significativamente a concentração sérica de colesterol total e das
lipoproteínas LDL e VLDL; mas não alterou a concentração sérica da HDL e dos
triglicerídeos (Tabela 5). Resultados semelhantes foram relatados anteriormente
(Ishibashi et al., 1993; Kowala et al., 2000). O fornecimento de colesterol e ácidos
graxos saturados na dieta dos camundongos favorece a absorção intestinal e
liberação de colesterol ao fígado na forma de remanescentes de quilomícrons (Hui
et al., 1986). O aumento de colesterol hepático promove a síntese e secreção de
colesterol para o plasma na forma de partículas de VLDL, as quais são
transformadas em LDL através da ação catalítica da enzima lipase lipoprotéica. As
VLDL e LDL, em número aumentado no plasma, não são removidas da circulação
devido à deficiência dos receptores de LDL nesses animais. Assim, os
camundongos LDLR KO apresentam elevada concentração plasmática de LDL e
VLDL, e são suscetíveis à aterosclerose quando alimentados com dieta rica em
colesterol (Ishibashi et al., 1993; Kowala et al., 2000).
A administração do EAI concomitante ao tratamento com ração rica em
colesterol não modificou a concentração sérica de colesterol total e das
lipoproteínas nos camundongos hipercolesterolêmicos (HI 0,3; HI 0,9 e HI 2,7;
tabela 5). Assim, apesar da ingestão reduzida de ração rica em colesterol por
esses animais, a concentração de colesterol na circulação sangüínea permaneceu
inalterada. Em estudo anterior e de forma semelhante, o extrato aquoso de erva-
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mate também não reduziu os lipídios séricos em coelhos alimentados com
colesterol (Mosimann et al., 2002). Em geral, extratos vegetais ricos em polifenóis
não conseguem diminuir a hipercolesterolemia severa presente em animais
alimentados com colesterol. Miura e colaboradores (2001) demonstraram que os
compostos fenólicos do chá verde não alteraram as concentrações plasmáticas de
colesterol e triglicerídeos em camundongos deficientes para o receptor de
apolipoproteína E. Outros autores, utilizando coelhos alimentados com colesterol
como modelo de aterosclerose e estudando o efeito de compostos fenólicos
presentes no extrato de semente de uva (Yamakoshi et al., 1999), no vinho tinto
(Luz et al., 1999) e no chá verde e chá preto (Tijburg et al., 1997), também não
observaram diminuição na concentração de colesterol sérico. Apenas quando a
hipercolesterolemia foi considerada moderada - em coelhos alimentados com dieta
sem colesterol e rica em caseína - foi possível verificar o efeito
hipocolesterolemiante dos flavonóides presentes no suco de laranja (Kurowska et
al., 2000).
Os camundongos LDLR KO, após três meses de tratamento com a dieta
hipercolesterolêmica, apresentaram lesões ateroscleróticas (estrias gordurosas)
na região do arco aórtico (Figura 12). Devido a problemas técnicos, ocasionados
pelo pequeno tamanho do arco aórtico dos camundongos, ocorreram perdas das
peças anatômicas durante a preparação dos cortes histológicos, impossibilitando,
assim, a avaliação da extensão das lesões nos animais. Conseqüentemente, não
foi possível determinar o efeito do EAI na redução das lesões ateroscleróticas nos
camundongos LDLR KO. Todavia, o extrato aquoso de erva-mate reduziu
significativamente a progressão da aterosclerose em coelhos alimentados com
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colesterol (Mosimann et al., 2002). Outros autores demonstraram que a
aterosclerose nos camundongos LDLR KO pode ser reduzida por vários agentes.
Por exemplo, compostos fenólicos presentes no chá verde (Miura et al., 2001;
Chyu et al., 2004), antioxidantes e agentes hipolipidêmicos (Benson et al., 1998;
Crawford et al., 1998; Witting et al., 1999) e complexos de aspirina-óxido nítrico
(Napoli et al., 2002), reduziram a aterosclerose experimental nesse modelo
animal.
Além da hipercolesterolemia e da formação de estrias gordurosas na artéria
dos camundongos LDLR KO, o tratamento com a dieta rica em colesterol também
provocou nesses animais uma inibição significativa da capacidade contrátil à
fenilefrina e do relaxamento à acetilcolina (Figuras 8 e 10, respectivamente, p <
0,001). Animais hipercolesterolêmicos com artérias ateromatosas, como coelhos e
camundongos deficientes de apo E, também apresentaram inibição da contração
induzida pelos agentes vasoconstritores, potássio e serotonina (Dusting et al.,
1990; Galle et al., 1991; Sobey et al., 1991; Jiang et al., 2001).
A disfunção endotelial, particularmente a diminuição da vasodilatação
dependente de endotélio, em animais e seres humanos com aterosclerose, é
conhecida há longo tempo (Verbeuren et al., 1986; Meredith et al., 1993).
Recentemente, Rabelo e colaboradores (2003) relataram que camundongos LDLR
KO alimentados com colesterol apresentaram diminuição do relaxamento
dependente de endotélio. Essa disfunção endotelial é caracterizada pela redução
da disponibilidade de compostos vasodilatadores, principalmente do NO, enquanto
fatores contráteis derivados do endotélio estão aumentados (Russe e Fleming,
1996). O desequilíbrio resultante leva ao impedimento da vasodilatação
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dependente de endotélio, a qual representa a característica principal da disfunção
endotelial. Por outro lado, a disfunção endotelial também inclui um estado
específico de “ativação endotelial”, o qual é caracterizado por um ambiente pró-
inflamatório, proliferativo e pró-coagulante, que favorecem todos os estágios da
aterogênese (Anderson, 1999).
Os fatores de risco relacionados à aterosclerose estão associados com a
disfunção endotelial. Muitos desses fatores de risco, como hiperlipidemia,
hipertensão, diabetes mellitus e tabagismo, estão associados a uma produção
aumentada de espécies reativas de oxigênio (Cai e Harrison, 2000). Através da
reação com o NO, essas espécies reativas de oxigênio podem reduzir a
disponibilidade do NO vascular e promover o dano celular, com a conseqüente
diminuição da vasodilatação. Nesse sentido, é possível que no presente estudo,
as artérias dos camundongos LDLR KO com aterosclerose apresentem
concentrações elevadas de O2•-, conforme descrito anteriormente para artérias
ateromatosas de coelhos hipercolesterolêmicos (Ohara et al., 1993). Uma vez
formado, o O2•- reage rapidamente com o NO para formar o peroxinitrito,
consumindo, dessa maneira, o NO e prejudicando a reatividade vascular (Huie e
Padmaja, 1993). Além disso, não se pode descartar a possibilidade de uma
diminuição da concentração de NO, pela presença de inibidores da síntese de NO,
conforme revisado por Russo e colaboradores (2002).
O resultado mais relevante do presente trabalho foi a demonstração de que,
após a ingestão crônica, o extrato aquoso de erva-mate apresentou potencial de
reverter a redução da reatividade vascular ex vivo provocada pela aterosclerose
experimental nos camundongos LDLR KO (Figuras 9 e 11). Ou seja, os compostos
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constituintes do EAI, os quais apresentaram atividade vasorelaxante in vitro
(Figura 6), foram absorvidos e atingiram a circulação sangüínea e a parede arterial
em quantidade suficiente para promover o efeito protetor na reatividade vascular.
O efeito de reversão da inibição da contração vascular foi dependente da dose do
extrato de erva-mate administrado (Figura 9). Os eventos sinalizadores que ativam
a contração incluem o aumento da concentração de cálcio intracelular, ativação da
miosina-quinase e a fosforilação dependente de cálcio da miosina de cadeia leve,
conforme revisado por Woodrum e Brophy (2001). Assim, esse mecanismo de
contração encontra-se alterado na aterosclerose experimental, e o efeito benéfico
promovido pelo extrato aquoso de erva-mate poderia ocorrer através da
modulação da concentração de cálcio intracelular, restabelecendo a contração.
Enquanto a melhora na contração vascular foi dependente da dose do
extrato administrado, a reversão da inibição do relaxamento vascular foi obtida
apenas com a dose intermediária do extrato (0,9 g/kg/dia). É interessante notar
que a menor dose de EAI administrada foi claramente insuficiente para promover o
efeito benéfico na contração e relaxamento, enquanto que a dose maior foi efetiva
apenas na resposta contrátil à fenilefrina. Esses resultados sugerem que o
mecanismo de ação dos componentes do extrato de erva-mate é diferente na
contração e no relaxamento. O mecanismo de ação desses componentes nas
diferentes concentrações utilizadas deverá ser tema de trabalhos futuros.
Vale salientar que o extrato aquoso de erva-mate aumentou a reatividade
vascular nos camundongos com aterosclerose, apesar da hipercolesterolemia
presente nesses animais (Tabela 5). Valores elevados de colesterol plasmático
estão implicados na disfunção arterial. Em pacientes hipercolesterolêmicos com
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doença arterial coronariana estabelecida, a diminuição do colesterol plasmático
pelo uso de estatinas melhorou o vasorelaxamento dependente de endotélio nas
artérias coronárias (Treasure et al., 1995). Assim, podemos concluir que o
mecanismo de ação do extrato de erva-mate na reatividade vascular de
camundongos LDLR KO com aterosclerose, não está relacionado com a
diminuição do colesterol plasmático.
É possível que o EAI, após sua ingestão, esteja restabelecendo a
contração e o relaxamento vascular pela manutenção das concentrações de NO, e
a conseqüente melhora da função endotelial, conforme demonstrado nos ensaios
de reatividade vascular in vitro (Figuras 6 e 7). Esse efeito na reatividade vascular
envolvendo o NO é comum a vários extratos de plantas ricos em compostos
fenólicos, sendo que os mais estudados até o momento são os do vinho tinto
(Dell’Agli et al., 2004). Inclusive, conforme relatado previamente, o efeito
vasorelaxante do extrato aquoso de Ilex paraguariensis também parece ser
mediado pelo NO (Muccillo-Baish et al., 1998). O mecanismo envolvido na
manutenção das concentrações de NO vascular pelo extrato de erva-mate poderia
ser devido ao seu potencial antioxidante, através do efeito seqüestrador de radical
superóxido (Figura 3). No entanto, essa conclusão estaria sendo baseada em
resultados indiretos e, assim, não é possível afirmar se tal mecanismo ocorreu in
vivo, ou mesmo descartar a possibilidade de atuação do EAI também no aumento
da síntese do NO.
Igualmente importante aos achados do efeito benéfico da ingestão do
extrato aquoso de erva-mate na reatividade vascular, aqui apresentados, é o fato
dos constituintes do mate apresentarem atividade após a sua transformação
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metabólica. Embora não se tenha isolado e testado os componentes presentes no
extrato de erva-mate, é possível fazer conjeturas sobre os possíveis componentes
que, após a absorção e transformação metabólica, ainda estejam ativos.
Conforme já mencionado, os principais componentes do extrato aquoso de erva-
mate são as metilxantinas – principalmente a cafeína (Tabela 1), as saponinas
(Schenkel et al., 1997) e os compostos fenólicos – principalmente o ácido gálico e
o ácido clorogênico (Tabela 1), e uma pequena parcela composta por flavonóides
(Ricco et al., 1991; Carini et al., 1998; Filip et al., 2001).
No sistema circulatório, as metilxantinas, particularmente a cafeína,
apresentam efeitos complexos e antagônicos in vivo, dependendo das condições
experimentais e da localização de atuação (Rall, 1991). As saponinas poderiam
participar do efeito na reatividade vascular, mas até o momento não existem
informações sobre a absorção e metabolismo das mesmas. Além disso, conforme
comentado anteriormente, as saponinas do mate não foram efetivas em promover
o vasorelaxamento in vitro (Maas et al., 1991). Da mesma forma, o ácido gálico
não apresentou atividade vasorelaxante in vitro (Andriambeloson et al., 1998;
Sanae et al., 2002).
Todos os compostos fenólicos do mate, como os flavonóides e, inclusive, o
ácido clorogênico, possuem elevada atividade antioxidante in vitro (Laranjinha et
al., 1994; Nardini et al., 1995; Rice-Evans et al., 1996). Após a ingestão e hidrólise
enzimática, os flavonóides são absorvidos pelo intestino e aparecem na circulação
sangüínea essencialmente na forma de conjugados com o ácido glicurônico e/ou
com grupamentos sulfato ou metílico (Piskula e Terao, 1998; Erlund et al., 1999;
Moon et al., 2000; Wittig et al., 2001). Esses metabólitos plasmáticos ainda
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mantêm a atividade antioxidante de seus precursores (Manach et al., 1998; Silva
et al., 1998a e 1998b). Vários metabólitos já foram identificados em relação à
posição das ligações de conjugação na molécula de flavonóide (Day et al., 2001),
e foi comprovado que a quercetina-3-glicuronídeo retém o potencial antioxidante
da forma aglicona (Moon et al., 2001). Considera-se que esses metabólitos
podem, também, permanecer com o seu potencial vasorelaxante, pois Stein e
colaboradores (1999) demonstraram uma melhora do relaxamento dependente do
endotélio em pacientes com doença arterial coronariana após a ingestão de
extrato contendo compostos fenólicos. No entanto, é questionável se a quantidade
de flavonóides existente no extrato de erva-mate é suficiente para, após a
absorção e transformação metabólica, exercerem tal atividade vasorelaxante.
Enquanto existe um número crescente de informações sobre a absorção,
metabolismo, excreção e atividade antioxidante dos flavonóides in vivo e ex vivo,
apenas alguns poucos estudos têm sido realizados focalizando a absorção e
metabolismo dos ácidos clorogênico e caféico. Entretanto, sugere-se que o ácido
clorogênico possa sofrer hidrólise pelas enzimas bacterianas intestinais liberando
o ácido caféico (Gumbinger et al., 1993; Chesson et al., 1999; Azuma et al., 2000;
Olthof et al., 2001; Rechner et al., 2001). O ácido clorogênico parece não ser
absorvido em ratos, enquanto que, semelhante aos flavonóides, o ácido caféico foi
totalmente absorvido, surgindo no plasma metabólitos conjugados com ácido
glicurônico e com sulfato, além do ácido ferúlico (ácido caféico metilado) (Azuma
et al., 2000). Olthof e colaboradores (2001) relataram que, em seres humanos
ileostomizados, o ácido clorogênico foi absorvido em 33% e o ácido caféico em
quase 100%. Compostos fenólicos metilados, como os ácidos ferúlico, isoferúlico,
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dihidroferúlico e vanílico, foram detectados na urina de indivíduos após a ingestão
de ácido caféico (Rechner et al., 2001), indicando a sua absorção, metabolismo e
excreção.
Posteriormente, Nardini e colaboradores (2002) relataram a presença de
ácido caféico conjugado com sulfato e glicuronato e ausência de ácido
clorogênico, ou seus metabólitos, no plasma de indivíduos após a ingestão de
café. Considerando que no café o ácido caféico encontra-se, principalmente, na
forma de ácido clorogênico, os autores sugeriram que o ácido caféico encontrado
foi derivado da hidrólise do ácido clorogênico no trato gastrointestinal. Assim,
parece pouco provável que o ácido clorogênico ou seus isômeros presentes no
extrato de erva-mate sejam absorvidos e seus metabólitos conjugados sejam os
responsáveis pelo efeito benéfico na reatividade vascular dos camundongos. Vale
lembrar que o ácido clorogênico não promoveu o vasorelaxamento in vitro
(Taubert et al., 2002).
No entanto, é possível que o ácido clorogênico origine o ácido caféico no
intestino dos camundongos e o ácido caféico, o qual possui atividade
vasorelaxante (Taubert et al., 2002), após absorção e transformação metabólica,
exerça o efeito vasorelaxante observado na artéria dos camundongos. Todavia, o
ácido ferúlico, um dos metabólitos do ácido caféico, não apresentou atividade
vasorelaxante (Taubert et al., 2002). Assim, o efeito vasorelaxante observado no
presente estudo ficaria restrito aos outros metabólitos do ácido caféico, embora
ainda necessite de comprovação. A demonstração do aumento de proteção
antioxidante no plasma e na LDL após a ingestão de café (Yukawa et al., 2004) e
de extrato aquoso de erva-mate (Gugliucci, 1996; Silva et al., 2004) é altamente
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sugestiva de que os metabólitos dos compostos constituintes desses extratos,
ácidos caféico e/ou clorogênico - entre outros ainda desconhecidos - apresentem
atividade antioxidante. Assim, conforme demonstrado no presente estudo, os
metabólitos dos constituintes do EAI também apresentaram atividade na resposta
de contração vascular à fenilefrina e resposta de relaxamento à acetilcolina.
Enquanto os principais agentes ativos no mate não são identificados, é plausível
considerar que o efeito na reatividade vascular seja provocado pela ação conjunta
dos vários componentes e, conseqüentemente, pelo sinergismo dos diferentes
metabólitos plasmáticos.
Independente de quais sejam os compostos constituintes do mate, ou seus
metabólitos, responsáveis pelo efeito na reatividade vascular, os presentes
resultados demonstraram, pela primeira vez, que o extrato aquoso de erva-mate
apresentou atividade vasorelaxante dependente de endotélio in vitro em aorta de
ratos e, de particular importância, melhorou a contração e o relaxamento ex vivo
em aorta de camundongos LDLR KO com aterosclerose. O aumento da
vasodilatação dependente de endotélio poderia ser o mecanismo potencial pelo
qual o extrato aquoso de erva-mate preveniu a progressão da aterosclerose
experimental em coelhos (Mosimann et al., 2002). Considerando a importância da
reatividade vascular na patogênese da aterosclerose e as inúmeras evidências de
estudos clínicos, as quais mostraram melhora do sistema cardiovascular em
pacientes sob risco de complicações vasculares, através de estratégias
medicamentosas que reestabelecem a função endotelial dependente de NO
(Revisado por Bonetti et al., 2003), sugere-se que a ingestão do extrato aquoso de
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erva-mate pode apresentar efeitos benéficos aos pacientes com risco de
desenvolver doenças cardiovasculares.
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· No extrato aquoso de erva-mate utilizado foram identificados como compostos
majoritários os fenóis, ácido clorogênico e ácido gálico, e a cafeína;
· O EAI apresentou atividade antioxidante in vitro de maneira dependente de sua
concentração;
· O EAI apresentou efeito vasorelaxante in vitro dependente da presença de
endotélio funcional. Tal efeito foi dependente da concentração de EAI;
· Através da adição do inibidor das enzimas óxido nítrico-sintases, L-NOARG, e
do substrato para a formação do NO, L-arginina, observou-se o envolvimento
da via NO/GMPc no relaxamento induzido pelo EAI;
· O relaxamento independente do endotélio funcional ocorreu somente com as
maiores concentrações de EAI avaliadas;
· O tratamento com a dieta rica em colesterol aumentou as concentrações
séricas de colesterol total, VLDL-colesterol e LDL-colesterol nos camundongos;
· A administração do EAI não modificou o perfil lipídico nos camundongos
hipercolesterolêmicos;
· Os camundongos LDLR KO com aterosclerose apresentaram inibição da
reatividade vascular, i.e., contração e relaxamento;
· A administração do EAI reverteu significativamente a inibição da contração e
do relaxamento vascular nas artérias dos camundongos hipercolesterolêmicos.




Considerando os resultados obtidos no presente trabalho, podemos sugerir
a realização dos seguintes estudos:
· Isolamento, caracterização, quantificação e atividade biológica (p.ex.,
atividades vasorelaxante e antioxidante in vitro e ex vivo) dos
compostos constituintes do extrato aquoso de erva-mate (Ilex
paraguariensis);
· Identificação dos mecanismos envolvidos no relaxamento vascular,
dependente e independente de óxido nítrico, promovido pelo extrato
aquoso de erva-mate, p.ex., a via de preservação do NO vascular;
· Verificação do potencial benéfico da ingestão do extrato aquoso de
erva-mate na reatividade vascular em pacientes com risco para o
desenvolvimento de doenças cardiovasculares, com a possibilidade
de transformação do extrato de erva-mate em fitofármaco ou
classificá-lo como alimento funcional.
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